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Trois systèmes d'expression ont été utilisés pour optimiser l'expression et la purification de la 
PP.ME de Chlamydia trachomatis L2 et celle de Chlamydia pneumoniae dans E. coli. Ces 
travaux ont permis de montrer que la présence de la séquence signal de la PP.ME des 
Chlamydiae pouvait être toxique lorsque produite par un vecteur faiblement contrôlé dans 
E. coli; cependant cette toxicité a été éliminée lorsque le gène de la PP.ME a été cloné dans le 
pUC19 sans la séquence signal. Dans le but de produire la PP.ME en grande quantité pour son 
; utilisation comme antigène dans des tests sérologiques, un nouveau vecteur d'expression a été 
construit permettant l'expression de la PPME fusionnée à la phosphatase alcaline de E. coli sous 
contrôle du promoteur Lambda fortement inductible. Ce nouveau vecteur nommé p A-phoA 
possède le promoteur droit du bactériophage Lambda situé en amont du gène de la phosphatase 
alcaline et un site de restriction unique Xma I permettant de cloner un gène en fusion avec le 
gène de la phosphatase alcaline de E. coli. Dans ce système la protéine de fusion PP.ME L2-
phoA s'est avérée faiblement exprimée vraisemblablement en raison de la présence en aval de 
la séquence signal de la phosphatase alcaline, d'un stop codon UGA et aussi d'un 2ième site 
d'initiation AUG. On pense aussi que la présence sur la PP.ME de régions hydrophobes situées 
entre les domaines variables permettent l'encrage de la PP.ME dans la membrane de E. coli. Ceci 
nous a mené à utiliser le système d'expression pMal™, la PP.ME de C. trachomatis 
sérotype L2 clonée dans le vecteur pMal C2 et la PP.ME de C. pneumoniae clonée dans le 
vecteur pMal P2 ont été fortement exprimées puis purifiées sous forme de protéine de fusion 
avec la Mal E en une seule étape sur colonne d'amylose. Le clivage avec le facteur Xa Ide la 
protéine de fusion nous a permis de séparer les deux domaines protéiques et de purifier la 
PP.ME. La PP.ME de C. trachomatis L2 s'est avérée positive aussi bien dans un test ELISA ou 
par immunoblot, par contre la PP.ME de C.pneumoniae était détectable seulement par dot-ELISA. 
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Les résultats de ces travaux ont permis de démontrer que la PPME de C. pneumoniae purifiée 
est reconnue par le sérum de patient seulement lorsqu'elle est utilisée sous sa forme native dans 
un test ELISA, ainsi on pourrait envisager l'utilisation clinique de la PPME de 




Les maladies causées par les Chlamydiae représentent un problème majeur pour la 
santé dans le monde entier. Ce n'est qu'en 1907 que Halberstaedter et Von Prowazek ont décrit 
l'agent du trachome comme étant un parasite qui forme des inclusions cytoplasmiques 
) dans des orangs-outans infectés expérimentalement; deux années plus tard, Staargardt et 
Lindner ont rapporté des inclusions similaires dans des cellules conjonctivales de bébé avec 
une ophtalmie non-gonococcique et dans des sécrétions urétrales d'homme avec urétrite non-
gonococcique. 
La relation entre les infections génitales et oculaires a été constatée quand on a trouvé 
que des mères ayant des infections génitales pouvaient transmettre la maladie à leur progéniture. 
Il a été aussi démontré que ces mêmes types d'inclusions cytoplasmiques observées chez les 
singes expérimentalement infectés pouvaient être retrouvées dans les sécrétions oculaires de 
bébé, dans les sécrétions urétrales chez des hommes atteints d'urétrite et dans des sécrétions 
cervicales de mères de nouveau-nés infectés (Fritsch et al., 1910). 
Avec la découverte du cycle de vie des Chlamydiae par Bedson et Allen (1930), on a 
constaté que l'espèce étudiée (Chlamydia psittaci) était très répandue chez les animaux, aussi 
bien les mammifères que les oiseaux. L'agent est maintenant connu dans une grande variété de 
maladies chez les animaux, telles que l'avortement spontané, l'infection des yeux, la pneumonie, 
etc ... 
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L'homme peut aussi être infecté par C.psittaci et développer une pneumonie (Meyer, 
1942). Récemment des placentites chez les humains ont été attribuées à des infections avec la 
souche ovine de C.psittaci (Wong et al., 1985), et des avortements spontanés ont été décrits chez 
des femmes qui ont été en contact avec des moutons ou des agneaux infectés. 
Pendant les années quarante, Thygeson et Stone (1942) ont fait d'autres observations sur 
la pathologie et la transmission des infections génitales des Chlamydiae, mais ce n'est qu'en 
1957 que l'ère moderne de la recherche sur les infections génitales des Chlamydiae a commencé. 
; T'ang et ses collaborateurs ont réussi à isoler Chlamydia trachomatis dans un oeuf de poule 
embryonné. Deux années plus tard, Jones et ses collaborateurs (1959) ont été les premiers à 
isoler C. trachomatis du cervix d'une mère et des yeux de son enfant qui avait des signes de 
conjonctivite. 
Ces observations faites au début du siècle peuvent être confirmées actuellement par des 
études de cultures. C. trachomatis a été isolé des yeux d'un nouveau-né et d'adultes avec 
conjonctivite et de femmes ayant des infections génitales non gonococciques (Jones 1964, 
Dunlop et al., 1964; Holt et al., 1967). 
La transmission des infections entre partenaires sexuels, de la mère à son enfant et des 
tractus génitaux aux yeux des adultes a aussi été démontrée. Cependant il aura fallu attendre les 
années soixante-dix pour que le rôle important de C. trachomatis dans l'étiologie des urétrites 
non-gonococciques (NGU) chez les hommes (Holmes et al., 1975) et des cervites chez les 
femmes (Hilton et al., 1974; Oriel et al., 1978) soit solidement établi et accepté comme une 
réalité clinique. 
Au début de l'histoire de la Chlamydologie il a été démontré que le lymphogranulome 
vénérien (LGV) est une infection causée par C. trachomatis . 
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Dans les années soixante-dix il a été établi que plusieurs complications des infections 
génitales telles que salpingites (Mardh et al., 1977) et épidydimites (Hamisch et al., 1977) sont 
causées par C. trachomatis. 
Dans la plupart des pays, C. trachomatis est le plus important agent des maladies 
transmises sexuellement. Dans beaucoup de pays, sa prévalence dépasse celle de Neisseria 
gonorrhoeae, bien que cette dernière soit plus importante dans certaines régions 
(cf. Holmes et Mardh, 1983; Meheus et al., 1986; Frost et al., 1987). Dans la plupart des pays 
.... 
-1 industrialisés, C. trachomatis est devenue aujourd'hui la première cause d'infertilité et de 
grossesse ectopique (Bowie and Jones, 1981; Papemy et al., 1981; Paavonen et al., 1982; 
Kristensen et al., 1985; Mardh, 1986; Persson, 1986); ceci a été aussi établi dans les pays en 
voie de développement, eg. en Afrique centrale (Frost et al., 1987). 
Récemment une nouvelle espèce de Chlamydiae a été reconnue associée aux infections 
respiratoires. Ce groupe d'organismes était connu depuis plusieurs années sous l'appellation de 
souche TW AR et est présentement désigné Chlamydia pneumoniae (Grayston et al., 1989). Ces 
organismes ont été isolés pour la première fois en 1965 au Taïwan de l'oeil d'une fille atteinte 
du trachome; un isolat similaire, appelé IOL 207, a été obtenu d'une fille iranienne atteinte du 
trachome par les chercheurs de l'institut de l'ophtalmologie de Londres quelques années plus 
tard. Ces deux isolats diffèrent de C. trachomatis du fait qu'ils ne se colorent pas à l'iode. La 
. 
morphologie des inclusions en culture cellulaire ressemble à celle de C. psittaci mais du point 
de vue sérologique la souche TW AR est différente de C. trachomatis et de C. psittaci. Le nom 
TWAR provient des 2 premiers isolats TW-183 du Taïwan et d'un autre isolat désigné "AR-39" 
(Acute Respiratory Isolate 39) obtenu quelques années plus tard à Seattle. 
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C. pneumoniae a été associée à des cas d'endocardites, aux maladies coronariennes 
chroniques et à des cas d'infarctus aiguë du myocarde (Saikku et al., 1988; Marrie et al., 1990; 
Thom et al., 1990; Saikku et al., 1992). 
Des études sérologiques ont démontré la distribution universelle de C. pneumoniae dans 
le monde entier. Les anticorps dirigés contre C. pneumoniae ont étés jusqu'à présent détectés 
seulement chez les humains, suggérant ainsi que l'homme est le seul hôte de cet organisme. 
L'isolement, la propagation de la souche TW AR et le développement d'anticorps monoclonaux 
; ont rendu possible le diagnostic des infections causées par C. pneumoniae. 
2-BIOLOGIE ET DIVERSITÉ DES CHLAMYDIAE 
Les Chlamydiae sont des bactéries Gram(-) intracellulaires obligatoires des cellules 
eucaryotes. Du fait de leur cycle de vie unique, les Chlamydiae sont classés dans leur propre 
ordre, celui des Chlamydiales. Cet ordre contient une seule famille, Chlamydiaceae et un seul 
genre Chlamydia, avec trois espèces bien caractérisées, C. psittaci, C. trachomatis et la troisième 
espèce récemment reconnue, C. pneumoniae. Pendant plusieurs décennies le terme TRIC 
(Trachoma Inclusion Conjonctivitis) a été utilisé pour désigner les organismes non- L.G.V. de 
C. trachomatis. 
Les Chlamydiae présentent un cycle de développement au cours duquel l'étude 
ultrastructurale permet d'individualiser des corps élémentaires (CE) et des corps réticulés (CR). 
Ces corps sont limités par deux membranes, comme chez les bactéries Gram négatives mais sans 
peptidogl y cane. 
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Les Chlamydiae se multiplient dans les cellules selon un cycle de vie tout à fait 
particulier qui dure environ 48 heures. Ce cycle est initié par l'adhérence des corps élémentaires 
aux cellules susceptibles. Chez C. trachomatis, les sérotypes de A-K préfèrent les cellules 
épithéliales, alors que les sérotypes du LGV et C. psittaci ont une gamme très large de cellules 
hôtes. Après l'attachement, les particules CE infectieuses d'environ 100 nM pénètrent la cellule 
hôte et forment des inclusions intracellulaires où elles se développent et se multiplient par fission 
binaire, la fusion entre le phagozome et le lysosome -qui se réalise habituellement- est retardée 
dans l'infection à Chlamydiae jusqu'au dernier stade du cycle de développement. 
Une fois à l'intérieur de la cellule, les CEs se réorganisent en CRs non-infectieux 
d'environ 300 nM; ces CRs ont un métabolisme très actif, ils se multiplient dans des inclusions 
cytoplasmiques au dépend de la cellule hôte. Après approximativement 18 à 24 heures de 
l'attachement, les CRs commencent à subir une réorganisation pour donner des CEs. Après 24 
à 30 heures la mort de la cellule hôte est imminente, l'inclusion cytoplasmique augmente de 
volume, se rompt, et libère les corps élémentaires qui vont à leur tour infecter de nouvelles 
cellules. 
Les deux espèces C. trachomatis et C. psittaci peuvent être distinguées sur la base du 
type d'inclusion qu'elles forment et leur sensibilité aux sulfamides (les inclusions de 
C. trachomatis contiennent du glycogène alors que ceux de C. psittaci n'en contiennent pas; 
C. trachomatis est plus sensible aux sulfamides que C. psittaci). 
La comparaison des fragments d'ADN régénérés par les enzymes de restriction sur 
1' ADN des isolats de C. pneumoniae ensemble et ceux de C. psittaci et C. trachomatis montre 
que tout les isolats de C. pneumoniae sont les mêmes alors qu'elles diffèrent de ceux de 
C. psittaci et C. trachomatis. 
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L'espèce C. trachomatis comprend 15 sérovars parmi les souches humaines auxquelles 
il faut ajouter le biovar '' pneumonie de souris '': 
-Les immunotypes A, B, Ba et C correspondent à des souches oculaires isolées dans les zones 
d'endémie trachomateuse; 
-Les immunotypes D, E, F, G, H, 1, J et K correspondent à des souches isolées de l'appareil 
génital et du rectum ou à des souches oculaires et pulmonaires associées à une infection 
génitale; 
-Les immunotypes Ll, L2 et L3 correspondent à des souches isolées chez des sujets présentants 
I des signes cliniques de LGV. 
Wang et Grayston (1970), ont introduit une méthode simple pour la classification 
immunologique des sérovars de C. trachomatis par micro-immunofluorescence. Cette technique 
a été ensuite adaptée pour la détection d'anticorps de Chlamydiae dans les sérums humains et 
animaux; on peut utiliser soit un mélange de sérotypes purifiés comme antigène, ou bien les 
corps élémentaires du sérotype L2 comme source d'antigène puisqu'il présente des réactions 
croisées avec les autres sérotypes. 
Pour l'espèce C. psittaci les résultats du sérotypage ne sont encore que partiels, du fait 
de la virulence de certaines souches et de sa vaste distribution chez de nombreuses espèces 
d'oiseaux et de mammifères. Selon l'hôte d'origine et les manifestations pathologiques, il existe 
au moins 7 sérovars. A notre connaissance, aucune tentative de caractérisation d'un antigène 
spécifique de type n'a été réalisée. 
Enfin pour C. pneumoniae, Grayston et ses collaborateurs (1984) ont montré que tout 
les isolats de C. pneumoniae qu'ils avaient dans leur collection apparaissaient comme des 
)' 
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membres d'une seule espèce. L'évidence de l'existence d'un seul sérotype de C. pneumoniae est 
basée largement sur la similarité chez les isolats des profiles de protéines, du profile de l' ADN 
génomique digéré par les enzymes de restriction et de la réactivité des sérums de patients dans 
le test de micro-IF avec les antigènes de la souche TW-183. Par contre Black et ces 
collaborateurs (1991) ont montré l'existence de variations antigéniques chez les isolats de C. 
pneumoniae. Leurs travaux sont basés sur l'analyse par immunoblot de la réponse sérologique 
dans une infection à C. pneumoniae chez différents patients et en utilisant différents isolats de 
C. pneumoniae. 
3-COMPOSITION ANTIGENIQUE: 
Les antigènes présents à la surface des Chlamydiae peuvent êtres classifiés selon des 
spécificités de genre (au moins 3 antigènes), d'espèce (2 antigènes), de sous-espèce (au moins 
deux pour C. trachomatis) et de type (16 pour C. trachomatis et au minimum 6 pour C. psittaci). 
Un antigène spécifique du genre est présent chez les trois espèces de Chlamydiae. Il s'agit d'un 
lipopolysaccharide (LPS) qui a été localisé essentiellement au niveau du feuillet interne de la 
membrane externe des CEs et des CRs; il est thermostable car il résiste à une température de 
100°C pendant 20 minutes, résistant aux nucléases et protéinases, par contre il est détruit par le 
périodate de potassium 0.005 M. 
Dhir et ces collaborateurs (1972) ont suggéré que l'antigène de genre était localisé sur 
une structure similaire au KDO du LPS des Salmonelles qui comporte classiquement trois 
régions différentes: 
1- Le lipide A, responsable de l'activité endotoxique et inclus dans le feuillet externe de 
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l'enveloppe externe; 
2- Une partie centrale ou "core" oligosidique caractérisé habituellement par la présence de 
KDO, d'un heptose, de glucose et de n-Acétyl-glucosamine; 
3- Une partie distale, appelée polyoside 0, très variable en structure et siège des antigènes 
somatiques O. 
Au moins trois domaines antigéniques sont présents dans le LPS des Chlamydiae. Deux 
de ces domaines (Lipide A et KDO) sont communs à certaines bactéries Gram négatives tandis 
que le troisième est présent uniquement sur le LPS des Chlamydiae (Caldwell et Hitchcock., 
; 1984). Des études faites par Brade et ces collaborateurs (1987) ont montré que le LPS des 
chlamydiae contient un trisaccharide KDO (3-deoxy-D-manno-2-acide octulosonique) avec la 
séquence KDO 2-8 KDO 2-4 KDO contrairement au LPS des enterobactéries qui est composé 
d'un disaccharide KDO lié par une liaison a2-4. D'autre part l'épitope sur le LPS des 
Chlamydiae spécifique du genre Chlamydiae est situé sur ce trisaccharide KDO (Holst et al., 
1991). 
Des protéines thermosensibles sont des antigènes spécifiques d'espèces qui différencient 
C. trachomatis, C. psittaci et C. pneumoniae. Au moins 18 déterminants antigéniques spécifiques 
d'espèces ont été identifiés (Caldwell et al., 1975) et sont généralement des protéines associées 
avec la membrane externe des Chlamydiae. D'autres protéines antigéniques sont retrouvées chez 
tout les sérotypes de C. trachomatis, telles que les protéines de poids moléculaire 155 , 40 et 29 
KDa. 
L'analyse de la réponse sérologique humaine à une infection à Chlamydiae a permis 
d'identifier des déterminants antigéniques sur les protéines de PM 40, 60, 62 et 75 KDa; la 
60 KDa est analogue à la protéine GroEl de E.coli tandis que la protéine de 75 KDa est 
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analogue à la protéine DnaK de E.coli. 
4-LA PROTÉINE PRINCIPALE DE LA MEMBRANE EXTERNE (PPME) 
La protéine principale de la membrane externe représente 60% en poids des protéines 
associées aux complexes membranaires externes. Cette protéine (PPME ou MOMP) est exposée 
à la surface des souches représentatives de tout les sérovars humains de C. trachomatis, des 
) souches 6BC et Cal 10 de C. psittaci, ainsi que des souches de C. pneumoniae. Elle est présente 
pendant tout le cycle de développement et retrouvée à la fois sur les CRs et les CEs. Son poids 
moléculaire varie de 38 KDa à 45 KDa et ressemble à celle des bacilles Gram négatifs dont le 
poids moléculaire s'échelonne de 33 KDa à 44 KDa. Il existe l!ne corrélation étroite entre le 
groupement des sérovars de C. trachomatis observé en fonction des manifestations cliniques, et 
le PM de cette protéine principale: 
-39.5 KDa pour les sérovars A, B, C (Souches du trachome, régions endémiques); 
~38.0 KDa pour les sérovars D, E, F, G et Iles plus fréquemment rencontrés dans les infections 
génitales et conjonctivales; 
-40 KDa pour les sérovars H, J et K moins communs; 
-42 KDa pour les sérovars Ll et L3 de la LGV 
-38 KDa pour L2 qui pourrait être intermédiaire entre les agents TRIC et LGV (Salari et al., 
1981) 
Il a été suggéré que la protéine principale a une fonction de protéine structurale et de 
porine (Bavoil et al., 1984). La protéine principale des CRs est essentiellement présente sous 
forme de monomères, celle des CEs existe naturellement sous forme de di, tri, tétra et 
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multimères supérieurs en raison de ponts disulfure (Hatch et al., 1984), ce qui explique 
vraisemblablement la rigidité des CEs (Newhall., 1983). De plus, il est possible que ce soit la 
réduction des ponts disulfures qui constitue le mécanisme entraînant la différenciation des CEs 
en CRs (Hackstadt., 1985). 
La protéine principale de la membrane externe est en réalité un antigène complexe qui 
comporte, en effet, des épitopes de spécificités diverses. Avec la micro-IF, des différences de 
réactivité et de spécificité des sérums anti-PPME sont observées parmi les sérovars de C. 
trachomatis, qui ont été séparés en trois sérogroupes distincts par Wang et ces collaborateurs 
(1985) en utilisant des anticorps monoclonaux de souris contre la PPME de C. trachomatis. Le 
premier sérogroupe nommé sérogroupe B comprend les sérovars B, Ba, D, E, Ll et L2, le 
deuxième sérogroupe nommé sérogroupe C comprend les sérovars A, C, H, I et J, et enfin le 
troisième sérogroupe nommé sérogroupe intermédiaire comprend les sérovars F, G, K et L3. 
D'autre part la classification des sérovars de C. trachomatis sur la base de l'homologie des 
séquences en acides aminés de la PPME des 15 sérovars se trouve en accord avec la 
classification de Wang et ces collaborateurs (1985), à l'exception que l'immunotypage avec les 
anticorps monoclonaux place les sérovars K et L3 dans le sérogroupe intermediaire alors que 
l'homologie en acides aminés montre que les sérovars K et L3 sont plus apparentées aux 
membres du sérogroupe C (Yuan et al., 1989). Recemment les travaux de Poole et Lamont 
(1992) ont permit grâce au sèquencage du domaine variable 4 (Voir plus bas ) du gène de la 
PPME de plusieurs isolats l'identification de 3 nouveaux variants de C. trachomatis nommés D+, 
G- et J'. 
Enfin, à l'aide d'anticorps monoclonaux spécifiques d'espèce, Stephens et Kuo (1984) 
ont montré l'existence d'un déterminant antigénique commun à la fois aux 15 sérovars humains 
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de C. trachomatis et au biovar' 'pneumonie de souris''. 
La cinétique de la réponse humorale à une infection naturelle à Chlamydiae est toujours 
mal connue. Bien que les IgG sériques contre C. trachomatis sont présent chez beaucoup de 
gens, les anticorps IgG dirigés contre C. psittaci sont rares (Forsey et al., 1986). 
L'augmentation de la concentration des anticorps sériques anti-Chlamydiae est souvent 
observée chez des patients ayant des infections du tractus génital, tel qu'une maladie 
! inflammat8ire pelvienne. Par contre lorsque l'infection se développe à la superlicie des 
muqueuses, comme par exemple dans le cas d'une urétrite à Chlamydia elle n'induit 
généralement pas une réponse humorale anti-Chlamydiae. D'autre part l'utilité des méthodes 
sérologiques pour le diagnostic des infections aiguë à Chlamydi~e est limitée par la persistance 
des anticorps des infections antérieures. Cependant des résultats récents ont montré que des 
patients ayant des maladies inflammatoires pelviennes chez lesquels on a isolé C. trachomatis 
et ceux chez lesquels on n'a pas pu isolé C. trachomatis du tractus génital supérieur pouvaient 
'être distinguées par la présence ou l'absence d'une réponse IgA sérique spécifique à C. 
trachomatis (Miettinen., 1990). 
Le risque d'infertilité chez la femme après une salpingite à Chlamydiae est mal compris, 
cependant il y a une très bonne corrélation entre l'infertilité tubulaire et la présence des 
anticorps contre C. trachomatis. Entre 64% à 91 % des femmes infertiles avec une occlusion 
tubulaire ont des anticorps contre C. trachomatis, avec une prévalence de 2 à 8 fois supérieur 
à celle retrouvée chez des femmes avec d'autre causes d'infertilité (Brunham et al., 1985). 
Bien que la signification des anticorps IgA dans les infections à Chlamydiae n'est pas 
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toujours claire, des études conduites par Osser et Pers son (1984) faites sur des femmes atteintes 
de salpingites ont montré que les anticorps lgA sériques étaient présents dans la moitié des 
patients qui avaient des anticorps IgG anti-Chlamydiae. D'autre part selon Brunham (1983), il 
semblerait que les S-IgA exercent un effet inhibiteur sur l'isolement de C. trachomatis du cervix. 
Les enfants atteints d'une pneumoniae à Chlamydiae développent généralement des titres 
très élevés d'anticorps anti-Chlamydiae, en particulier les anticorps IgM (Levitt et al., 1983). La 
présence d'un titre d'lgM supérieur ou égal à 1/64 contre C. trachomatis chez les enfants a été 
l considéré comme pathognomonique pour une pneumonie à Chlamydiae (Schachter et al., 1982). 
Les critères utilisés pour le diagnostic sérologique d'une infection à C. pneumoniae avec 
le test de micro-IF sont: une augmentation de 4 fois du titre d'anticorps, ou bien dans un seul 
spécimen de sérum, un titre IgM supérieur à 1:16 ou un titre d'lgG supérieur à 1:512. Un titre 
IgG supérieur ou égal à 1: 16 et moins que 1:512 est considéré indicatif d'une infection ancienne, 
des titres lgG ou IgM inférieurs ou égaux à 1 :8 sont considérés négatifs ou une perte 
d'anticorps. 
C. pneumoniae possède plusieurs caractéristiques épidémiologiques et microbiologiques 
qui suggèrent qu'elle peut jouer un rôle dans l'athérogénese suite à l'association faite par 
plusieurs auteurs entre des titres très élevés d'anticorps anti-C. pneumoniae et des maladies 
coronariennes chroniques, et à des cas d'infarctus aiguë du myocarde (Saikk:u et al., 1988; 
Saikku et al., 1992; Koskenvuo et al., 1989; Thom et al., 1991). Les travaux de Saikku et ces 
collaborateurs (1988) ont aussi trouvés la présence de complexes immuns associés aux LPS de 
C. pneumoniae chez 57% des patients ayant un infarctus aiguë du myocarde et chez 50% des 
patients ayant des maladies coronariennes chroniques. Par contre ces complexes immuns sont 
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absents ou occasionnellement présent chez les patients contrôles. Les anticorps IgG contre C. 
pneumoniae sont inhabituels chez les enfants dans les pays développés mais augmentent 
rapidement durant l'adolescence jusqu'à une prévalence de 50 à 60 % dans la population 
européenne et nord américaine (Grayston et al., 1990). La prévalence est habituellement 25% 
supérieure chez l'homme que chez la femme (Wang et al., 1990). Du fait que les anticorps 
contre C. pneumoniae sont généralement perdus après une période de plusieurs années, cette 
prévalence élevée suggère que la plupart des adultes sont infectés et réinfectés par C.pneumoniae 
(Patnode et al., 1990). 
Les études moléculaires sur les antigènes reconnus au cours de l'infection à Chlamydiae 
ont permis l'isolement et la caractérisation des gènes codants pour la protéine principale de la 
membrane externe (PPME ou MOMP) de la plupart des sérovars de C. trachomatis (Stephens 
et al., 1986; Stephens et al., 1987; Pickett et al., 1988), de quatre souches de C. psittaci (Zhang 
et al., 1989; Herring et al., 1989) et récemment celui de C. pneumoniae (Carter et al., 1990; 
Melgoza et al., 1991). 
Des analyses comparatives des acides aminés déduits de la séquence du gène codant 
pour la PPME des trois espèces de Chlamydiae montrent que la protéine possède quatre 
domaines variables qui sont espacés de cinq régions hautement conservées. Chez C. trachomatis 
les épitopes spécifiques de sérotypes et de sous-espèces, qui ont été associés avec la 
neutralisation (Zhang et al., 1984) sont localisés sur les domaines variables 1, 2 ou 4 (Baehr et 
al., 1988; Conlan et al., 1988; Stephens et al., 1988). En effet le VDl du complexe C de C. 
trachomatis contient les épitopes spécifiques de types et de sous-espèces V AGL et EKD 
respectivement (Hayes et al., 1990), par contre pour le complexe B c'est le VD2 qui semble 
contenir l'épitope spécifique du type, en particulier chez C. trachomatis B\TaLi 20\oT et 
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Ll\440\LN les épitopes spécifiques de types sont respectivement les polypeptides GTFVP et 
DA-VP (Conlan et al., 1988; Hayes et al., 1990). 
Le gène de la PPME des trois espèces de Chlamydiae possèdent une séquence signal très 
conservée, comprenant le site de coupure classique des protéases Leu.Gln.Ala et permettant ainsi 
la translocation de la PPME au niveau de la membrane des Chlamydiae. Cette séquence signal 
est de 23 acides aminés pour C. pneumoniae plutôt que 22 acides aminés pour C. trachomatis 
et C. psittaci. 
La partie N-terminale de la PPME des trois espèces est aussi similaire, avec les 6 acides 
aminés identiques LPVGNP, on pense que cette région de la protéine est conservée dans le but 
d'assurer un encrage correct de la PPME dans la membrane. Une autre caractéristique conservée 
entre les séquences de la PPME est la position de 7 résidus cystéines qui sont probablement 
importants dans la structure et le rôle fonctionnel de cette protéine. 
Les Chlamydiae n'ont pas d'autres protéines porines et par conséquent la PPME est 
présumée essentielle pour la survie des Chlamydiae. D'un point de vue taxonomique la PPME 
est de toutes les façons une protéine idéale à étudier; il devrait inévitablement exister de grandes 
régions de structures qui ont été conservées durant l'évolution; cependant, il y a aussi les régions 
variables immunodominantes qui, au moins pour C. trachomatis, peuvent être reliées à la 
classification sérologique. 
Bien que la PPME de C. pneumoniae joue un rôle structural similaire, des analyses 
antigéniques ont démontré qu'elle possède des caractéristiques qui diffèrent des autres PPMEs 
(Campbell et al., 1990). Par opposition à C. trachomatis et C. psittaci chez lesquels la PPME est 
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l'antigène immunodominant reconnu durant l'infection, des analyses par immunoblot des 
protéines reconnues par des sérums humains provenant de patients avec C. pneumoniae ont 
suggéré que la PPME n'est pas l'antigène immunodominant reconnu durant l'infection à C. 
pneumoniae. Ceci est peut être dû au fait que la PPME de C. pneumoniae, contrairement à la 
PPME de C. trachomatis, perd complètement son antigènicité quand elle est dénaturée par le 
méthanol (Wang et al., 1991) ou avec de le SDS (Campbell et al., 1990). 
Jusqu'à présent aucun domaine antigénique sur la PPME de C. pneumoniae n'a été 
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~ identifié; d'autres analyses immunologiques avec la PPME purifiée, des analyses de séquence 
ainsi que la comparaison des PPMEs des autres isolats de C. pneumoniae vont certainement 
élucider la relation entre les DVs et la nature antigénique de la PPME de C. pneumoniae. 
5- LE PROJET 
Les Chlamydiae sont des bactéries intracellulaires obligatoires caractérisées par un cycle 
de vie particulier et responsables d'une large variété de maladies chez l'homme et les animaux. 
Trois espèces du genre Chlamydiae sont reconnus, C. trachomatis, C. psittaci et la troisième 
espèce récemment désignée C. pneumoniae. 
La réponse humorale à une infection à Chlamydiae ainsi que les séquelles qu'elle peut 
éventuellement causer sont toujours mal comprises. Ceci est dû principalement au fait que les 
Chlamydiae sont difficiles à isoler en culture de cellules ce qui rend difficile l'obtention 
d'antigènes de Chlamydiae purifiés pour des tests sérologiques adéquats. Le développement d'un 
système d'analyse sérologique indépendant de la culture de tissu des Chlamydiae permettra 
d'obtenir des analyses sérologiques plus détaillées sur un antigène particulier. 
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L'antigène de Chlamydiae pour lequel la structure est la mieux connue est la protéine 
principale de la membrane externe. Cette protéine très antigénique pour le cas de C. trachomatis 
et C. psittaci est, semble t-il, peu ou pas antigénique pour C. pneumoniae. 
La production de cette protéine en grande quantité et son utilisation dans des tests 
immunologiques deviennent alors évidentes. Des techniques de biologie moléculaire permettant 
l'amplification par la technique de PCR, le clonage et l'expression dans E. coli de la PPME ainsi 
que sa purification seront utilisées. 
En première étape le gène codant la PPME sera amplifié par PCR puis cloné dans le 
plasmide pUC19. Ce type de vecteur permet l'expression du gène cloné dans le site de clonage 
multiple (MCS) sous contrôle du promoteur Lac et en présence de l'inducteur l'IPTG. Après 
avoir acquis la certitude sur la manière de faire le clonage pour éviter la toxicité de la PPME 
pour E. coli, deux systèmes d'expression plus puissants seront utilisés: un vecteur d'expression 
permettant l'expression de la PPME fusionnée à la phosphatase alcaline de E. coli, et sa 
translocation au niveau de l'espace périplasmique de E. coli, sera construit et testé. Ce nouveau 
vecteur nommé p ÂphoA possède le promoteur droit du bactériophage lambda situé en amont 
du gène de la phosphatase alcaline et un site de restriction unique Xma 1 permettant de cloner 
un gène en fusion avec le gène de la phosphatase alcaline. 
Les PPMEs de C. pneumoniae et de C. trachomatis seront aussi clonées dans les 
plasmides d'expression de E. coli pMAL C2 et pMAL P2 respectivement permettant 
l'expression cytoplasmique et périplasmique de la protéine de fusion Mal E-PPME. Ce troisième 
système d'expression utilise le promoteur tac qui est fortement induit en présence de l'IPTG 
permettant ainsi d'avoir un très haut niveau d'expression de la protéine de fusion. Un autre 
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avantage de ce système est la présence dans ces deux vecteurs de la séquence du site de 
reconnaissance du facteur protéase Xa I du coté 5' du site de clonage unique Xmn I permettant 
ainsi le clivage de la protéine de fusion par le facteur Xa I et la purification de la PPME. Les 
protéines produites seront purifiées par différentes méthodes chromatographiques puis testées 
avec des sérums monoclonaux ou polyclonaux pour confirmer leur validité et leur fiabilité pour 
la détection des anticorps anti-PPME chez différentes populations de patients. 
18 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 
A - Manipulations de l' ADN 
1 - Enzymes de restriction, de modification d' ADN et T4 DNA ligase. 
Les enzymes de restriction, de modification d' ADN et la T4 DNA ligase, ont été 
; utilisées suivant les conditions recommandées par les fournisseurs (Pharmacia, New England 
Biolabs). Tous les échantillons d' ADN provenant d'une minipréparation ont été traités par la 
RNAse pancréatique (Sigma; la solution stock est bouillie avant l'utilisation) à 0.5 mg/ml 
pendant une heure à 37°C. 
2 - Électrophorèse de l' ADN 
Les fragments d' ADN sont séparés par électrophorèse sur gel d'agarose (variant de 0.8% 
à 1.8%) dans un tampon TAE lX (40 mM Tris.Hel, 5 mM acétate de sodium, 1 mM EDTA) 
à l'aide d'appareils verticaux (14.0 X 18.0 X 0.3 cm) ou horizontaux (7.5 x 5.0 ou 15.0 X 0.5 
cm) dans des conditions de migration variant de 5.0 volts/cm à 15 volts/cm. Les gels sont 
colorés par immersion dans une solution de bromure d'éthidium (EtBr) à 2 µg/ml pendant 
environ 15 minutes, rincés à l'eau bidistillée et photographiés sous lumière U.V. (254 nM). Pour 
isoler un ADN particulier, la tranche de gel correspondante a été découpée avec un scalpel, à 
l'aide d'un transluminateur à lumière U.V. (305nm) puis incubée dans une solution de phénol 
saturée avec du TE (1:1) à -70°C pendant 30 minutes. Après centrifugation à 14000 rpm pendant 
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15 minutes, l' ADN se trouvant dans la phase supérieure est précipité à l'alcool (éthanol 100%, 
2.5 volumes) en présence d'acétate d'ammonium (7.5 M, 0.5 volume). L'évaluation de la 
concentration d' ADN dans une solution est faite de façon routinière en utilisant des boites de 
pétri contenant de l'agarose 1 % - EtBr 0.5 µg/ml (Maniatis et al., 1982, p469). 
3 - Amplification del' ADN " in vitro " par la méthode de 'PCR' (polvmerase chain reaction) 
Le PCR tel que décrit par Saiki (1985), est une méthode par laquelle un segment 
; particulier d' ADN peut être spécifiquement répliqué " in vitro "à partir de deux amorces qui 
délimitent le fragment d' ADN. Ces deux amorces sont complémentaires aux brins opposés de 
la séquence à amplifier et sont orientés de sorte que la synthèse de l'Al)N par la polymérase se 
fait à travers la région délimitée par les deux amorces. La répétition de cycles de dénaturation 
de l'ADN avec la chaleur, l'hybridation des deux amorces sur leur !'ADN cible, et l'extension 
des deux amorces par la DNA polymérase vont essentiellement doublé la quantité d' ADN 
synthétisé pendant le cycle précédent, le résultat sera une accumulation du fragment spécifique, 
environ 2 n ou n+ 1 est le nombre de cycles d'amplification réalisés. 
Au cours de la réalisation de ce projet deux types de programmes ont été utilisés pour 
l'amplification. Le premier programme comporte 40 cycles (programme 94-40c), le premier et 
le deuxième cycle comprennent une dénaturation de 90 secondes à 94°C, 5 minutes à 55°C pour 
favoriser l'hybridation des deux amorces sur l'ADN et 3 minutes à 72°C pour l'élongation. Le 
troisième cycle ainsi que les 36 prochains cycles comprennent une dénaturation d'une minute 
à 94°C, l'hybridation de 3 minutes à 55°C et l'élongation à 72°C pendant 3 minutes. Le dernier 
cycle comprend une élongation à 72°C de 10 minutes au lieu de 3 minutes pour bien compléter 
la polymérisation, enfin le programme se termine par une étape de 15 minutes à 25°C . 
... 
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Le deuxième programme (94-25C) a été utilisé pour l'amplification du fragment d' ADN 
codant la séquence signal du gène de la phosphatase alcaline de E. coli. Ce deuxième 
programme comprend les mêmes étapes que le premier (94-40C) sauf pour le nombre de cycles 
qui est de 25 au lieu de 40 et pour l'élongation à 72°C qui dure seulement 30 secondes au lieu 
de 3 minutes. L'appareil portant le nom de "Programmable Thermal Controller" (MJ Research 
Inc, modèle ptc 100) a été utilisée pour les amplifications. 
L' ADN qui a servi pour l'amplification par PCR a été préparé à partir de 100 µl d'un 
~ échantillon clinique contenant C. trachomatis ou d'une culture in vitro de C. pneumoniae pour 
le gene de la PPME ou d'une culture d'E. coli pour le gène de la phosphatase alcaline. Une 
solution à 1 mM NaOH (500 µl) a été ajoutée puis le mélange a été centrifugé. Le culot est 
resuspendu dans 100 µl d'une solution à 1 mM NaOH puis incubé pendant 10 minutes à 80°C, 
5 µl de cet extrait sont utilisé dans la réaction de PCR dans un volume final de 50 µl contenant 
10 mM Tris.HCl pH 8.3, 50 mM KCl, 2.5 mM MgC12, 0.01 % (P/V) gélatine, 200 µM de chaque 
nucléotide et 1 unité de la Taq polymérase (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT). Les amorces 
utilisées ont été synthétisées dans le laboratoire du Dr Pierre Bourgaux selon la méthode de 
Schulholf et al., 1987 à l'aide d'un appareil " Gène Assembler plus Synthesizer"de chez 
Pharmacia/LKB et utilisées à une concentration finale de 0.3 µM. 
La séquence des amorces utilisées est donnée ci-dessous, les coordonnées en nucléotides 
ainsi que les sites de restriction étant indiqués au dessus de chaque amorce. Les amorces ont été 
choisies sur la séquence du gène codant la protéine principale de la membrane externe de C. 





CTl: 5' -ATG AAA AAA CTC TTG AAA TCG GTA- 3' 
1002 982 
J, ! 





~ CT3: 5' -GGG AAT CCT GCT GAA CCA AG- 3' 
88 105 
~ni! l 
CT9: 5' -GG GTA CCT GTG GGG AAT CC(T,A) GCT G- 3' ,-
81 100 
Small ! 
CT9A:5' -GCC CGG GGG AA(C,T) CCT (T,G)CT GAT CCA- 3' 
1130 1113 
Kpn 1 ! ! 
CTlO: 5' -G GGT ACC TTA GAA TCT GAA TTG (A,T)GC- 3' 
1128 1113 
Smal l J, 
CT10A:5' -GC CCG GGA GAA TCT GAA TTG (A,T)GC- 3' 
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Les extrémités 5' ont été modifiés pour incorporer un site Kpn 1 (CT9 et CTlO) ou Sma 1 
(CT9A et CTlOA) afin de faciliter les clonages subséquents. Les amorces choisies sur la 





PHOAl: 5' -AAA GTG AAA CAA AGC ACT ATT G- 3' 
91 77 
Sma I J, J, 
PHOA2: 5' -C CCG GGT TTC CAG AAC AGG CA- 3' 
93 110 
J, Sma I J, 
l PHOA3: 5' -CC CGG GCT GCT CAG GGC GA- 3' 
1413 1398 
BspE I J, J, 
PHOA4: 5' -TCC GGA CTG GTT GCT AAC AGC A 
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Les extrémités 5' ont été modifiés pour insérer des sites Sma I (PHOA2 et PHOA 3) ou 
BspE I (PHOA4) afin de permettre le clonage dans ses sites. 
4 - Typage des Chlamydiae par RFLP (Restriction fragment length polymorphism) sur le gène 
codant la PPME (MOMP). 
La méthode utilisées pour le typage des Chlamydiae par PLFR ou RFLP sur le gène 
codant la PPME amplifiée par PCR est celle décrite par Frost et al.,1991. Brièvement, les 
produits de la digestion de l 'ADN par les enzymes de restriction Alu 1 et Mspl sont séparés par 
électrophorèse sur un gel de polyacrylamide 10% (Acrylamide/Bis-acrylamide, 28:2), dans un 
tampon Tris-Borate-EDTA (TBE). Le gel est coloré avec du nitrate d'argent (Herring et al., 
1982) puis photographié à travers des filtres bleu et vert. 
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5 - Méthode de clonage de l' ADN amplifié par PCR 
L' ADN du vecteur est digéré avec l'enzyme de restriction appropriée produisant des 
bouts francs (ie.Sma 1 ou Xmn 1). Lors d'amplification par PCR la Taq polymérase ajoute par 
erreur un nucléotide A du côté 3' du gène amplifié, de ce fait on utilise l'activité exonuclease 
3'-5' de la T4 DNA polymérase pour rendre franc les bouts du gène amplifié afin de permettre 
son clonage. La réaction a eu lieu à 37°C pendant 5 minutes dans un volume final de 25 µl 
contenant 0.25 µg d' ADN (cf. paragraphe A2), 67 mM Tris-HCI pH 8.8, 6.7 mM MgC12, 10 
; mM B mercaptoethanol, 16.6 llli\1 sulphate d'ammonium, 6.7 µM EDTA, 160 µg/ml BSA, 33 
µM de chaque dNTP et 0.2 unité de la T4 DNA polymérase. La T4 DNA ligase et le tampon 
de réaction d' Amersham ont été utilisés, la ligation a eu lieu à 20°C pendant 16 heures. 
B - Bactéries et plasmides 
1 - Plasmides à expression sous contrôle du promoteur Lac 
Les plasmides pUC13 et pUC19 ont été utilisés pour le clonage et les essais 
préliminaires d'expression. Ce type de vecteur permet l'expression du gène cloné dans le site 
de clonage multiple (MCS) sous contrôle du promoteur Lac et en présence de l'inducteur l'IPTG 
(lsopropyl-B-D-Thiogalactoside). La bactérie hôte utilisée est E. coli DH5 a. 
2 - Plasmides à expression sous contrôle du promoteur lambda. 
Le plasmide pRIT 2T (Pharmacia) et ces dérivées permettent! 'expression du gène cloné 
dans le site de clonage multiple (MCS) sous contrôle du promoteur droit du phage lambda. Le 
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vecteur d'expression pRIT 2T possède le promoteur droit du bactériophage lambda situé en 
amont du gène de la protéine A et un site de clonage multiple permettant de cloner un gène dans 
le même cadre de lecture que la protéine A. La protéine chimériquement liée à la protéine A 
peut être ainsi purifiée par immunoaffinité sur une colonne d'IgG sepharose 6FF (commercialisée 
par Pharmacia). Il est recommandé d'isoler les plasmides recombinant dans une bactérie (E.coli 
N99CI+) produisant de manière constitutive le répresseur sauvage CI+ du bactériophage lambda. 
Pour l'expression E. coli N4830-1, possédant le répresseur thermosensible lambda CI 857, 
permet le contrôle de l'expression des plasmides recombinants. L'induction de l'expression dans 
I E. coli N4830-1 se fait par une augmentation de la température d'incubation de 30°C à 42°C 
pendant 2 à 3 heures. 
3 - Plasmides à expression sous contrôle du promoteur "tac" 
Les vecteurs pMal C2 et pMal P2 (New England Biolabs) apportent une bonne méthode 
pour l'expression et la purification d'une protéine exprimée à partir d'un gène cloné en fusion 
avec le gène MalE. Le gène Mal E code pour la MBP (Maltose binding protein). Cette méthode 
utilise le promoteur '' tac'' et les signaux d'initiation de la transcription du gène Mal E pour 
donner un très haut niveau d'expression de la séquence clonée, et permet de purifier la protéine 
de fusion en utilisant l'affinité de la MBP à l'amylose (Guan et al., 1987; Maina et al., 1988). 
Le vecteur pMal C2 exprime le gène Mal E (sans la séquence signal) fusionné au gène 
Lac Z a. Dans le cas du plasmide pMal P2 une séquence signal a été ajouté permettant le 
transport de la protéine de fusion au niveau de l'espace périplasmique de E. coli. Ceci 
permettrait la formation des ponts disulfures en raison du pH reducteur dans l'espace 
périplasmique et la purification de la protéine de fusion directement du périplasme. Les vecteurs 
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portent aussi le gène Lac 1 qui code pour le répresseur du promoteur Lac, ceci permettra d'avoir 
une expression minimale à partir du promoteur "tac"en absence d'une induction avec l'IPTG. 
Ces deux vecteurs contiennent aussi les séquences pour le site de reconnaissance du facteur 
protéase Xa, localisé du coté 5' du site de clonage Xmn 1 et code dans la protéine de fusion 
pour la sequence ile-glu-gly-arg-pro. Le clivage se fait après l'acide aminé proline ce qui permet 
de séparer la Mal E de la PPME après purification. E. coli TB 1 a été utilisée comme bactérie 
hôte. 
l 4 - Préparation des cellules compétentes 
Une colonie bactérienne est ensemencée dans 5 ml de milieu Luria-Bertani (Maniatis 
et al., p.68) et incubée avec agitation à 37°C jusqu'à une densité optique (D.0.) à 550 
nanomètres (nM) de 0.3. La culture est alors diluée 20 fois et incubée de la même façon jusqu'à 
une D.O. de 0.48. La suspension est centrifugée à 5000 g pendant 5 minutes à 4°C et le culot 
est repris dans 40 ml de tampon TFB 1 (Acétate de potassium 30 mM, RbC12 100 mM, CaC12 
10 mM, MnC12 50 mM, glycérol 15% VN, pH 5.8) et gardé à 4°C pendant 5 minutes. Après 
une autre centrifugation dans les mêmes conditions, le culot est repris dans 4 ml de TFB2 
( MOPS 10 mM, CaC12 75 mM, RbC12 10 mM, glycérol 15% VN, pH 6.5) Cette suspension 
est gardée sur glace 15 minutes, aliquotée par échantillons de 100 µlet conservée à -70°C. 
5 - Transformation bactérienne et identification des plasmides recombinants 
Le procédé pour la transformation des bactéries compétentes a été décrit antérieurement 
par Hanahan (1983). Seules quelques modifications mineures ont été apportées. Les bactéries 
compétentes (100 µl) sont dégelées et gardées sur la glace pendant 10 minutes. L' ADN 
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provenant du produit de ligation (avec une concentration ne dépassant pas 5ng/µl) dans un 
volume final de 20 µl est ajouté à la suspension bactérienne et gardé à -20°C pendant 30 -
minutes. Les bactéries sont alors soumises à un choc-thermique à 42°C pendant 40 secondes puis 
remises sur glace pour deux minutes. 0.9 ml du milieu SOC (2% Bactotryptone, 0.5% extrait de 
levure, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 20 mM Mg++, 20 mM glucose) sont ajoutés aux 
transformants et la suspension est incubée à 37°C pendant une heure pour l'expression du 
phénotype de résistance à l'ampicilline. 
Les bactéries transformée sont étalées sur boite de pétri contenant 100 µg/ml 
d'ampicilline. Seuls les transformants ayant acquis le gène de résistance à cet antibiotique vont 
poussés. Dans le cas des plasmides de la série PUC et du plasmide pMAL C2 10 mM IPTG 
et 2% X-GAL ont été incorporé dans la gélose pour faciliter la distinction de plasmides qui 
portent un ADN dans leur site de clonage multiple. Cet insert interrompt la séquence du gène 
LacZ, lequel permet par complementation alpha avec la B galactosidase (en présence d'IPTG et 
du X-GAL) la génération de couleur bleu. Les colonies recombinantes sont alors blanches. Les 
autres plasmides, tels que le pRIT 2T ne possédant pas de systèmes de sélection pour les 
recombinants, plusieurs colonies ont été repiquées au hasard puis analysées par minipréparation 
de plasmide. 
6 - Minipréparation de plasmides 
Après repiquage de chaque colonie à analyser dans 5 ml de milieu LB et ampicilline 
(100 µg/ml), les bactéries sont incubées pendant 16 heures à 37°C avec agitation (200-225 rpm). 
L' ADN plasmidique est extrait des bactéries à partir de 1.5 ml de chaque culture. La méthode 
par ébullition de Holmes et Quigley (1981) a été employée en prenant soin d'ajouter au 
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protocole deux étapes d'extraction au phénol-Chloroforme (50:50). 
C - Expression et purification 
1 - Induction de l'expression 
L'expression de la PPME des Chlamydiae a été optimisée dans trois systèmes 
d'expression différents. Sous contrôle du promoteur Lac dans le plasmide pUC19, l'induction 
; est faite en présence de 1 mM IPTG pendant 2 heures à 37°C. Les bactéries ainsi induites ont 
été récupérées par une centrifugation à 9000 rpm pendant 10 minutes puis analysées pour la 
présence de la protéine induite (voir paragraphe C2 et C3). 
L'expression des gènes sous contrôle du promoteur lambda dans les plasmides dérivés 
du pRIT 2T a été réalisée dans E. coli N4830-1 (voir partie B). Une colonie est ensemencée 
dans 5 ml de milieu LB + Ampicilline (100 µg/ml) et incubée 5 heures à 30°C. La suspension 
est transférée dans 500 ml de milieu LB+Ampicilline et incubée toute la nuit à 30°C sans 
agitation. A une densité optique de 0.8 à 600 nm, un volume de 500 ml de LBA préchauffé à 
54°C est ajouté à la suspension qui est incubée à 42°C avec agitation pendant 3 heures. 
L'expression des gènes sous contrôle du promoteur "tac" dans les plasmides dérivés 
des vecteurs pMal C2 ou pMal P2 est réalisée dans E. coli TB 1 en présence de 1 mM IPTG. Un 
litre de milieu LBA a été inoculé avec 10 ml d'une culture de nuit de bacteries contenant le 
plasmide recombinant. A une densité optique d'environ 0.5 à 600 nm, l'IPTG (1 mM) est ajouté 
à la suspension qui est incubé à 37°C avec agitation. 
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2 - Électrophorèse des protéines sur gel de polyacrylamide-SDS. 
Les protéines sont séparées par éléctrophorèse sur gel de polyacrylamide-sodium dodecyl 
sulfate de 10% (Acrylamide/Bis-acrylamide, 29.2:0.8) selon les conditions décrites par Laemmli 
et al., 1970, après une migration de 3 heures à 140 volts, le gel est fixé avec une solution 
méthanol-eau bidistillée (50:50) puis coloré à l'argent. 
; 3 - Transfert de protéines et détection immunologique 
Après migration sur gel de polyacrylamide-SDS, les protéines sont transférées sur filtre 
de nitrocellulose (Hybond C d' Amersham) par le système d'éléctro-transfert polyblot de la 
compagnie ABN tel que décrit par le fabricant. La préincubation, l'incubation avec l'anticorps 
et le lavage des filtres sont décrits par Towbin et al., 1979. L'anticorps monoclonal MAB 832 
(Chemicon) produit contre un mélange des corps élémentaire de C. trachomatis ( D,L2 et L3), 
ainsi que deux mélanges de sérum de patients présentant un haut titre d'anticorps l'un contre C. 
trachomatis et l'autre contre C. pneumoniae (fournis par Dr R. Peeling de L.C.D.C. à Ottawa) 
ont été utilisés pour la détection de la PPME recombinante exprimée. Un sérum anti-Mal E 
(New England Biolabs) a aussi été utilisé pour la détection de la protéine de fusion 
Mal E-PPME. 
4 - Purification de la protéine fusion 
Selon le type de plasmide utilisé, pMal C2 ou pMal P2 deux protocoles différents ont 
été utilisés pour la préparation des extraits de protéines qui vont servir pour la purification de 
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la protéine de fusion. Dans le cas d'une expression cytoplasmique de la protéine de fusion 
(pMAL C2), après induction les bactéries sont centrifugées à 4000g pendant 20 minutes, lavées 
avec une solution Tris.HCl 50 mM pH 8.1, recentrifugées et le culot humide est pesé. Pour 
chaque gramme de bactéries, 10 ml de tampon de lyse, composé de 10 mM phosphate de sodium 
pH 7.2, 30 mM NaCl, 0.25% Tween 20, lOmM EDTA et 10 mM EGTA, sont ajoutés de même 
que 80 µl d'une solution de lysozyme fraîchement préparée à 10 mg/ml. Le tube est brassé 
occasionnellement pendant 20 minutes. La solution devient très visqueuse et les acides 
nucléiques sont détruits par trois sonications de 20 secondes à 40 cycles. Après cette étape le 
; lysat bactérien est centrifugé à 9000g pendant 30 minutes. Le surnageant est transféré dans un 
flacon propre puis dilué 5 fois avec le tampon de colonne (TC) composé de 10 mM sodium 
phosphate pH 7.2, 0.5 M NaCl 1 mM azide de sodium et 1 mM EGTA. L'extrait est déposé sur 
une colonne d'amylose préalablement équilibrée avec 30 ml du tampon de la colonne (TC) plus 
0.25% Tween 20. Les protéines non adsorbées sont lavées avec 30 ml de TC+ 0.25% Tween 
20 ensuite avec 30 ml de TC. Les protéines liées à l'amylose sont éluées avec 60 ml de TC plus 
10 mM maltose. Les fractions sélectionnées par le test de protéine Bradford(l976) sont 
rassemblées et dialysées 4 fois contre 100 volumes d'une solution composée de 10 mM 
Tris.HCl, 100 mM NaCl et 1 mM EGTA pH 8.0. 
L'expression d'un gène cloné dans le vecteur pMal P2 est une expression périplasmique. 
La méthode utilisée pour la préparation des extraits par choc osmotique est celle décrit par Neu 
et Reppel., 1965. Après induction, les bactéries ont été centrifugées à 4000g pendant 20 minutes 
puis ressuspendues dans un tampon composé de 30 mM Tris.HCl, 20% sucrose et 1 mM EDTA 
pH 8.0. La suspension a été incubée avec agitation pendant 10 minutes à la température de la 
pièce. Les bactéries sont centrifugées à 8000g pendant 20 minutes à 4 °C et le culot est 
resuspendu dans le même volume d'eau froide contenant 5 mM MgS04. La suspension a été 
30 
gardée à 4°C pendant 10 minutes avec agitation. Enfin la suspension a été centrifugée à 8000g 
pendant 20 minutes à 4°C, le surnageant contenant les protéines periplasmique a été déposé sur 
une colonne d'amylase et la purification de la protéine de fusion a été réalisée tel que décrit 
précédemment. 
5 - Clivage de la protéine de fusion et purification de la PPME 
La protéine de fusion Mal E-PPME purifiée sur colonne d'amylase a été dialysée contre 
; le tampon de clivage du facteur Xa 1 composé de 20 mM Tris.HCl, 100 mM NaCl, 2 mM CaC12 
et 1 mM Azide de sodium pH 8.0. Les conditions pour la coupure avec le facteur Xa 1 de la 
protéine de fusion sont celles décrites par Nagia et Th<J>gersen., 1984. La digestion a eu lieu à 
la température de la pièce pendant 48 heures, la protéase a ét~ _utilisée à une concentration de 
1 % W/W (quantité de la protéase par rapport à la quantité de la protéine de fusion). Les produits 
de digestion sont purifiés sur une colonne d'hydroxyapatite pour permettre l'élimination du 
maltose et enfin pour la purification de la PPME de la Mal E et de la protéase Xa 1: une 
adsorption de la Mal E à une colonne d'amylase a été utilisé permettant de la séparer de la 
PPME et de la protéase qui passent à travers la colonne. 
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RÉSULTATS 
!)Amplification par PCR du gène de la PPME et typage par PLFR 
Dans cette partie du travail, afin d'amplifier par PCR le gène de la PPME, nous avons 
choisi des amorces à partir des régions conservées du gène de la PPME de C. trachomatis L2, 
l B et C. Nous avons effectué 2 PCR sur l' ADN des Chlamydiae, l'un avec les 2 amorces CTl 
et CT2 et l'autre avec CT9 et CTlO et en utilisant le programme 94-40C (voir matériels et 
méthodes, paragraphe A3). Les 2 amorces CTl et CT2 donnent un fragrpent d'environ 1000 pb 
alors que les 2 amorces CT9 et CTlO donnent un fragment d'environ 1150 pb (figure la). Ces 
/ 
2 paires d'amorces nous ont pennis d'amplifier le gène de la PPME de C. trachomatis L2 et L3, 
et de C. pneumoniae (TW AR). Le polymorphisme de la longueur des fragments régénérés par 
les enzymes de restriction Alu I et Msp I sur ces gènes amplifiés par PCR nous a permis de les 
typer (cf. figure lb). 
2)Clonage et expression du gène de la PPME dans E. coli 
L' ADN du gène de la PPME de C. trachomatis L2 amplifié par PCR avec les 2 amorces 
CTl et CT2 et typé par PLFR a été cloné au site Sma 1 du vecteur pUC13. Le site Sma I situé 
dans le gène de la B-galactosidase apporte un avantage important en permettant de détecter 
facilement un recombinant positif qui est incapable de dégrader le X-gal parce que la B-
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Figure l .Typage par polymorphisme de la longueur des fragments régénérés par les enzymes de 
restriction Alu 1 et Msp I sur le gène codant la PPME amplifié par PCR: 
A)Amplification par PCR du gène codant la PPME de C. trachomatis sérotype L2 (piste a), C. 
trachomatis sérotype L3 (piste b) et de C. pneumoniae souche TW AR (piste c); la piste m 
contient le marqueur de poids moléculaire (en Kp.b.) 
B) Profil des fragments d' ADN régénérés par les enzymes de restriction Alu 1 et Msp I sur le 
gène de la PPME amplifié par PCR:(a) gène de la PPME du sérotype L2 de C. trachomatis,(b) 
sérotype L3 de C. trachomatis,(c) gène de la PPME de C. pneumoniae souche TW AR. La piste 
m contient le marqueur de poids moléculaires (en p.b.). 
Figure 2. Clonage du gène de la PPME de C. trachomatis L2 dans le plasmide pUC19: L'ADN 
du gène de la PPME L2 amplifié par PCR avec les 2 amorces CT9 et CTlO a été digéré avec 
Kpn 1 puis inséré dans le plasmide pUC19 via le site Kpn I. Deux plasmides recombinants 
appelés pUC19L2-12 et pUC19L2-6 expriment la PPME L2 après induction du promoteur Lac 
avec lmM IPTG. 
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Les bactéries recombinantes ont été analysées par une digestion enzymatique avec Pstl 
sur leur ADN purifié par minipréparation de plasmides. Un seul recombinant positif a été détecté 
L'amplification de ce plasmide recombinant, nommé pUC13L2, s'est avéré impossible après 
plusieurs essais infructueux parce que les bactéries ne pouvaient croître normalement et ne 
produisaient pas de plasmides détectables sur gel d'agarose. Le clonage a été repris pour la 
PPME de L2, L3 ainsi que celle de C. pneumoniae, en absence d'IPTG et n'a permis d'isoler 
que des recombinants ayant la PPME dans la direction opposée au cadre de lecture, renforçant 
ainsi l'idée de la toxicité de la PPME lorsque exprimée dans un vecteur faiblement contrôlé. 
La nature de la toxicité de la PPME des Chlamydiae pour E. coli pourrait s'expliquer 
par la présence de la séquence signal qui joue un rôle important dans la translocation de la 
PPME au niveau de l'espace périplasmique de E. coli et peut-être même la fixation de la PPME 
des Chlamydiae au niveau de la membrane de E. coli. Pour contourner cette difficulté nous 
avons choisis 2 autres amorces, CT9 et CTlO, permettant d'amplifier uniquement la séquence 
codante de la PPME mature, c'est-à-dire sans la séquence signal. Chaque amorce possède du 
coté 5' un site de restriction Kpn I pour faciliter le clonage (voir matériels et méthodes,A3). 
Le gène codant pour la PPME du sérotype L2 de C. trachomatis a été amplifié 
par PCR avec les 2 amorces CT9 et CTlO puis cloné dans le vecteur pUC19 via le site Kpn I 
(cf. figure 2), dans le bon cadre de lecture par rapport au codon d'initiation AUG de la B-
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Figure 3. Mise en évidence de l 'expression de la PPME L2 recombinante après induction: Des 
extraits de bactéries pUC19/DH5a, pUC19L2-12/DH5a, pUC19L2-6/DH5a et 
pUC19L2M/DH5a induites avec lmM IPTG (respectivement les pistes a,b,c et d) ont été 
déposés sur PAGE-SDS et transférés sur membrane de nitrocellulose. L'anticorps monoclonal 
MAb830 a été utilisé pour détecter la PPME L2. Un sérum anti-IgG marqué à la phosphatase 
alcaline a été utilisé pour la révélation. A gauche sont montrés les poids moléculaires en KDa. 
-
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avec Pst I sur l' ADN purifié par mini préparation de plasmide a permis la confirmation de 
l'orientation des clones recombinants. Les recombinants positifs ont été amplifiés sans aucun 
problème de toxicité; ceci a été fait aussi pour la PP.ME de C. pneumoniae. 
La synthèse in vitro de la PP.ME du sérotype L2 a été évaluée par immunoblot (Western 
Blot) sur deux recombinants positifs nommés pUC19L2-12 et pUC19L2-6 ainsi que sur un 
recombinant négatif nommé pUC19L2M après induction de minicultures pendant 2 heures en 
présence de 1 mM IPTG. La PPME nouvellement exprimée a été détectée avec l'anticorps 
monoclonal MAb830 dans les clones pUC19L2-12 et pUC19L2-6 alors que les bactéries avec 
le plasmide d'origine pUC19 ainsi que le clone pUC19L2M se sont avérées négatives dans cet 
essai (cf. figure 3). 
3)Construction du vecteur inductible p ÀphoA 
Étant donné que la PPME des Chlamydiae peut être exprimée adéquatement chez E. coli 
en clonant seulement la séquence codante pour la protéine mature, et que le promoteur Lac ne 
permet pas l'expression de la protéine recombinante en grande quantité, un vecteur d'expression 
procaryotique inductible a été construit. Ce vecteur permet l'expression contrôlée, à partir du 
promoteur droit du phage À, de la PPME chimériquement fusionnée à la phosphatase alcaline 
de E. coli . Ce vecteur d'expression nommé p ÀphoA possède 2 caractéristiques importantes, 
i.e. le p ÀphoA est dérivé du pRIT 2T, dans lequel la protéine A a été délétée et remplacée par 
le gène de la phosphatase alcaline de E. coli; il possède le promoteur droit du phage Lambda 
; 
Figure 4. 
a)Amplification par PCR du gène codant la phosphatase alcaline de E. coli: Les pistes a et b 
représentent le gène de la phosphatase alcaline amplifié à partir d'un extrait de E. coli avec 
phoAl et phoA4 en utilisant un tampon de PCR contenant respectivement 1.5 et 3 mM MgC12• 
Les pistes c et d servent de témoin négatif: amplification sans extrait bacterien avec 
respectivement les amorces phoAl et phoA4 et avec phoA3 et phoA4. Les pistes e et f 
représentent le gène de la phosphatase alcaline amplifié par PCR avec les 2 amorces phoA3 et 
phoA4 en utilisant un tampon de PCR contenant respectivement 1.5 mM et 3 mM MgC12• 
b)Confirmation que le DNA amplifié par PCR est celui du gène de la phosphatase alcaline: Les 
pistes 1, 2, 3 et 4 représentent le gène de la phosphatase alcaline amplifié par PCR avec phoA 1 
et phoA4. (1) non digéré, (2) digéré avec Clal (3) digéré avec Bel 1, (4) digéré avec Bel 1 et 
Cla 1. Les pistes 5, 6, 7 et 8 représentent le gène de la phosphatase alcaline amplifié par PCR 
avec phoA3 et phoA4, (5) non digéré, (6) digéré avec Bel 1, (7) digéré avec Cla 1, (8) digéré 
avec Bel 1 et Cla 1. Les pistes a, b et c représentent la séquence signal de la phosphatase alcaline 
amplifiée par PCR avec les 2 amorces phoA 1 et phoA2 à partir du fragment amplifié avec 
phoAl et phoA4 en utilisant un tampon de PCR contenant (a) 3 mM MgC12, (b) 2 mM MgC12, 
(c) 1 mM MgC12• La piste m contient le marqueur de poids moléculaires (en p.b.). 
c)PAGE-SDS coloré au nitrate d'argent. Les extraits des bactéries p Â.phoAL2M/N4830 et 
p Â.phoL2/N4830 (respectivement pistes a et b), induites à 42°C ont été déposés sur PAGE-SDS 
puis colorés au nitrate d'argent. La piste m contient le marqueur de poids moléculaires. Les trois 
flèches à droite montrent les protéines nouvellement exprimées. 
c a 
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situé en amont du gène de la phosphatase alcaline. Un site de restriction Xma I situé entre la 
séquence signal et la séquence codante pour la phosphatase alcaline mature permet d'insérer un 
gène quelconque, dans notre cas celui de la PPME des Chlamydiae, de manière à produire, lors 
de l'induction, une protéine fusion qui sera exportée vers l'espace périplasmique de E. coli. En 
effet, la production constitutive d'une telle protéine fusion est toxique pour E. coli. D'abord, la 
sélection des plasmides recombinants se fait dans les E. coli N99Cr+ qui produisent de manière 
constitutive le répresseur cr+, se fixant au promoteur, bloquant ainsi toute transcription. 
Pour induire l'expression de protéines, les plasmides recombinants ont été introduits dans 
E. coli N4830, qui produisent un répresseur thermosensible, Cl857 (cf. matériels et méthodes, 
paragraphe Cl). 
La deuxième caractéristique importante de ce vecteur est la nature enzymatique de la 
phosphatase alcaline. La phosphatase alcaline (E.C.3.1.3.1) n'est seulement active que quand elle 
est transloquée vers l'espace périplasmique à travers la membrane cytoplasmique, mais elle est 
inactive si elle est localisée dans le cytoplasme. La partie mature de la phosphatase alcaline ne 
contient aucune information concernant l'export de la protéine à l'espace périplasmique; d'autre 
part la fusion d'une protéine au coté N-terminal de la phosphatase alcaline n'interfère pas avec 
son activité. L'utilisation de substrats chromogéniques tels que le NBT (Nitro Blue Tetrazolium) 
et le BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate) permet de détecter cette activité. 
Afin d'amplifier par PCR le gène de la phosphatase alcaline de E. coli, nous avons 
choisi 4 amorces à partir de la séquence du gène de la phosphatase alcaline. Dans une première 
étape nous avons effectué deux PCR sur I' ADN génomique de E. coli DH5a, l'un avec les 2 
amorces phoAl et phoA4 et l'autre avec phoA3 et phoA4 en utilisant le programme 94-40C (cf. 
Figure 5. Construction du vecteur d'expression p AphoA: Le plasmide pRIT 2T a été digéré avec 
EcoR 1 et Hind III de manière à déleter le gène de la protéine A, le site de clonage multiple du 
pUC19 a été excisé par une double digestion EcoR I-Hind III puis cloné dans le pRIT 2T digéré 
par les mêmes enzymes, par une ligation à bouts cohésifs, pour former le vecteur p AL Le 
plasmide p Al a été coupé par EcoR I et Pvu II puis traité a la klenow. Cette étape élimine le 
site de clonage multiple du pRIT 2T et la région en amont qui code pour les signaux de 
terminaison de la traduction. Une ligation à bouts francs recircularise ce nouveau vecteur nommé 
p A2. La séquence signal de la phosphatase alcaline amplifiée par PCR avec phoAI et phoA2 
a été clonée dans le site Sma I du plasmide p A2 par une ligation à bouts francs pour donner 
;le plasmide p A3. Le gène de la phosphatase alcaline de E. coli amplifié par PCR avec les 2 
amorces phoA3 et phoA4 a été digéré avec Xma I et BspE I puis cloné par une ligation à bouts 
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matériels et méthodes, paragraphe A3). Les 2 amorces phoAl et phoA4 permettent d'amplifier 
un fragment d'environ 1370 pb, ce qui représente le gène de la phosphatase alcaline au complet, 
par contre les 2 amorces phoA3 et phoA4 nous ont permis d'amplifier uniquement la séquence 
codante pour la protéine mature (cf. figure 4a); la nature de ces 2 fragments a été confirmée par 
des digestions enzymatiques avec Bel I et Cla 1 (cf. figure 4b) qui donnent les fragments d' ADN 
prédits par la séquence du gène (Chang et al., 1986). 
La séquence de 96 pb (cf. figure 4b) codant pour la séquence signal de la phosphatase 
alcaline a été amplifiée par PCR avec les amorces phoA 1 et phoA2 à partir du fragment amplifié 
avec phoAl et phoA4, en utilisant le programme 94-25C (cf. matériels et méthodes, paragraphe 
A3). Les amorces phoA2 et phoA3 possèdent le site de restriction_ Sma I alors que phoA4 
possède le site de restriction BspE I pour faciliter leur clonage.,. 
Nous avons modifié le vecteur pRIT 2T de manière à déleter le gène de la protéine A 
par une double digestion EcoR I-Hind III, en parallèle le site de clonage multiple du pUC19 à 
été excisé par double digestion EcoR I-Hind III puis cloné dans le pRIT 2T digéré par les 
mêmes enzymes , par une ligation à bouts cohésifs. Cette opération élimine 783 pb (251 a.a) 
du gène de la protéine A, et ajoute le site de clonage multiple du pUC19, tout en gardant 
inchangé le cadre de lecture. Les 10 premiers acides aminés de la protéine Cro du vecteur 
original sont conservés; ce vecteur ainsi construit nommé p Al a été coupé par les enzymes 
EcoR I et Pvu II puis traité à la polymérase Klenow en présence de nucléotides pour obtenir des 
bouts francs. Cette étape élimine le site de clonage multiple du pRIT 2T et la région en amont 
qui code pour les signaux de terminaison de la traduction. Une ligation à bouts francs 
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recircularise ce nouveau vecteur nommé p Â.II (2.8 Kbp). 
Le vecteur p À.Il est digéré par l'enzyme Sma I qui ouvre le site de clonage multiple; 
le fragment d' ADN contenant la séquence signal amplifiée par PCR avec phoAl et phoA2 est 
inséré au site Sma I du vecteur p À.II par une ligation à bouts francs. Après ligation et 
transformation dans E. coli N99CI+, les plasmides recombinants positifs ont été sélectionnés par 
une double digestion avec BamH I-Sma I qui donne un fragment de 2800 pb et un fragment de 
100 pb. Le site Sma I a été apporté par l'amorce phoA2 pour faciliter les prochaines étapes de 
clonage et pour déterminer l'orientation de la séquence signal. Un recombinant positif possédant 
la séquence signal clonée dans la bonne orientation a été isolé et nommé p À.Ill (2900 pb ). 
Le gène de la phosphatase alcaline de E. coli amplifié. par PCR avec les 2 amorces 
phoA3 et phoA4 a été digéré par les enzymes de restriction Xma I et BspE I puis cloné dans 
le p À.III digéré par Xma I, par une ligation à bouts cohésifs. Les plasmides recombinants sont 
transformés dans E. coli N99Cr+, étalés sur milieu LBA et purifiés par minipréparation. 
L'orientation du gène de la phosphatase alcaline cloné par rapport au cadre de lecture de la 
séquence signal est déterminée par une double digestion avec BamH I qui ne coupe qu'une fois 
dans le vecteur p À.Ill et par Pvull qui ne coupe qu'une fois dans l'insert et ne coupe pas le 
plasmide p À.Ill. Un recombinant identifié dans la bonne orientation a été nommé p ÀphoA (4.3 
Kpb). Ces différentes étapes de construction sont schématisées à la figure 5. 
Le fragment d' ADN codant pour la PPME de C. trachomatis sérotype L2 amplifié par 
PCR avec les amorces CT9A et CTlOA a été digéré avec Xma I puis cloné par une ligation à 
bouts cohésifs dans le plasmide p ÀphoA digéré par Xma I (cf. figure 6). Un recombinant positif 
possédant, par rapport au cadre de lecture de la séquence signal, l'insert de la PPME cloné dans 
; 
Figure 6. Construction du vecteur d'expression p Â.phoAL2: L' ADN codant le gène de la PPME 
de C.trachomatis sérotype L2 amplifié par PCR avec les deux amorces CT9A et CTlOA a été 
digéré avec Xma 1 puis cloné dans le site Xma 1 du p Â.phoA. Le plasmide recombinant, appelé 

















la bonne orientation, a été identifié par une digestion avec Pst I, qui ne coupe qu'une fois le 
gène de la PPME du sérotype L2 et une fois le plasmide p ÀphoA, a été nommé p À.phoAL2. 
Un autre recombinant identifié dans la mauvaise orientation, ou non sens, a été nommé 
p ÂphoAL2M. Ces plasmides ont ensuite été transférés dans E. coli N4830 puis ces dernières 
induites à 42°C et mises sur PAGE-SDS. Après coloration à l'argent, 2 bandes supplémentaires 
présentes dans N4830/p ÂphoAL2 et absentes dans N4830/p ÀphoAL2M, de masse moléculaire 
entre 43-48 KDa et une d'environ 90 KDa ont été observées (cf.figure 4c). D'autre part l'activité 
de la phosphatas~ alcaline a été détectée par la coloration violette produite en présence des 
I substrats NBT et BCIP dans un extrait de protéines provenant de l'espace péri plasmique pour 
le clone p ÂphoAL2 alors que le clone p ÂphoAL2M s'est avéré faiblement positif dans cet 
essai. Cependant, la protéine nouvellement exprimée n'a pu être détectée avec l'anticorps 
MAb830 par immunoblot, par contre un test par MIF fait sur les clones N4830/p ÂphoAL2 et 
N4830/p ÂphoAL2M avec un anticorps anti-PPME de C. trachomatis marqué à la fluorescéine 
a permis de révéler la présence de la PPME dans E. coli N4830/ p ÂphoAL2 mais pas dans 
N4830/p ÂphoAL2M (résultats non montrés). 
4)Clonage et expression de la PPME dans les vecteurs d'expression pMal P 2 et pMal C2 
Les deux vecteurs d'expression pMal P2 et pMal C2 possèdent un site de restriction 
Xmn I à l'extrémité 3' distale du gène Mal E. Le vecteur pMal C2 contient, en plus, une 
délétion de la séquence signal aboutissant à l'expression des protéines de fusion dans l'espace 
cytoplasmique. Ces 2 vecteurs possèdent aussi un site de clivage par le facteur de coagulation 
sanguin Xa introduit au niveau du site de fusion afin de permettre la séparation des deux 
domaines protéiques de fusion construits. D'autre part, l'expression des protéines de fusion est 
sous contrôle du promoteur inductible tac, qui est régulé par le produit du gène du répresseur 
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lactose laclq également codé par le plasmide. 
A-Clonage et expression du gène de la PPME dans le vecteur pMal C2 
Le gène codant pour la PPME de C. trachomatis L2 a été amplifié par PCR avec les 2 
amorces CT3 et CTl 0 puis cloné en phase par une ligation à bouts francs dans le vecteur pMal 
C2 digéré par l'enzyme Xrnn I (voir matériels et méthodes, paragraphe A4 et figure 7) qui ouvre 
le site de clonage multiple après le codon proline du site de clivage du facteur Xa. Une digestion 
.! enzymatique avec Pst I sur l 'ADN purifié par mini préparation de plasmide a permis d'identifier 
3 recombinants positifs qui avaient l 'insert cloné dans la bonne orientation par rapport au cadre 
de lecture de la protéine Mal E. Ces 3 recombinants positifs ont été nommés pMal C2L2-A, 
pMal C2L2-B et pMal C2L2-C. Les bactéries E. coli TBl/pMal C2, TBl/pMal C2L2-A, 
TBl/pMal C2L2-B et TBl/pMal C2L2-C ont été induites avec 0.5 mM IPTG pendant 2 heures 
à 37°C puis les protéines extraites ont été séparées sur PAGE-SDS. La figure 8 nous montre les 
protéines totales des bactéries induites; dans la piste (a) (pMal C2) apparait une protéine 
d'environ 43 KDa correspondant à la Mal E. Dans la piste (b) une bande majoritaire d'environ 
88 KDa correspondant à la protéine de fusion Mal E-PPME. Dans la piste (c) apparait une 
protéine d'environ 60 KDa. Enfin, dans la piste (d) apparait une protéine majoritaire d'environ 
86 KDa légèrement plus petite que celle observée dans la piste (b) et correspondant à la 
protéine de fusion Mal E-PPME. 
Un sérum de lapin produit contre la protéine Mal E ainsi qu'un sérum de patient 
présentant un très haut titre d'anticorps anti-C.trachomatis nous ont permis de vérifier 
l'authenticité de la protéine produite par ces 3 clones. Les extraits de bactéries induites ont été 
déposés sur PAGE-SDS, transférés sur membrane de nitrocellulose, incubés avec le sérum de 
; 
Figure 7 . Construction du vecteur d'expression pMal C2L2: Le gène codant la PPME de 
C.trachomatis sérotype L2 a été amplifié par PCR avec les deux amorces CT3 et CTIO puis 
cloné dans le site Xmn I du vecteur pMal C2 par une ligation à bouts francs. Un plasmide 
recombinant, nommé pMal C2L2-A, exprime une protéine de fusion Mal E-PPME L2 après 











lapin (figure 9) ou avec le sérum de patient (figure 10) puis révélés à l'aide d'anticorps anti-IgG 
marqués avec la peroxydase ou la phosphatase alcaline. Les résultats, présentés à la figure 9 
montrent que les protéines produites par les 3 clones, que ce soit pMal C2L2-A (88 KDa), pMal 
C2L2-B (86 KDa) ou pMal C2L2-C (86 KDa) sont bien reconnues par le sérum anti-Mal E, de 
même pour la protéine Mal E produite par le plasmide pMal C2 (piste a); par contre la 
révélation a été négative pour E. coli TB 1 (piste e ). Ces résultats ont été mieux clarifiés en 
utilisant un sérum de patient qui reconnait spécifiquement la PPME de C. trachomatis (figure 
10); seule la protéine de 88 KDa exprimée par le clone pMal C2L2-A et la protéine d'environ 
l 86 KDa exprimée par le clone pMal C2L2-C ont été reconnues par le sérum de patient. Les 
réactions non spécifiques observées sur les pistes c et e (Figure 10) sont probablement dues au 
titre trés élevé du sérum humain utilisé, une optimisation de la quantité de protéines a déposée 
dans les puits ainsi que la dillution des sérums pourrait éliminée ces réactions croisées 
B-Clonage de la PPME de C. pneumoniae dans le vecteur pMal P2 
Après avoir déterminé les conditions expérimentales pour le clonage et l'expression dans 
le système d'expression pMal, nous avons procédé au clonage et l'expression de la PPME de 
C. pneumoniae en utilisant le vecteur d'expression pMal P2. Ce deuxième vecteur possède la 
séquence signal de la protéine Mal E permettant d'obtenir une expression péri plasmique de la 
protéine de fusion. Le gène codant la PPME de C. pneumoniae a été amplifié par PCR avec les 
deux amorces CT3 et CTlO avec le programme 94-40C. Le fragment d'ADN correspondant au 
gène de la PPME amplifié par PCR a été digéré avec les enzymes de restrictions BamH I et 
Xba I puis cloné par une ligation à bouts cohésifs dans le vecteur pMal P2 digéré par BamH 
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Figure 8. Mise en évidence de l'expression d'une protéine recombinante après induction: Des 
extraits de bactéries E. coli TB l/pMal C2 (piste a}, TB 1/pMal C2L2-A (piste b), TB l/pMal 
C2L2-B (piste c), TBl/pMal C2L2-C (piste d) induites pendant deux heures en présence de 0.5 
mM IPTG ont été séparés sur PAGE-SOS et colorés au nitrate d'argent. La piste m représente 
le marqueur de poids moléculaire en KDa. Les triangles montrent les protéines produites sous 
contrôle du promoteur ptac. 
Purification de la protéine de fusion Mal E-PPME L2 à partir du clone pMal C2L2-A sur 
colonne d'amylose. Les piste 1, 2, 3, 4, 5, 6 et 7 représentent les fractions éluées avec 10 mM 
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Figure 9. Mise en évidence de l'expression de la protéine recombinante Mal E-PPME L2 après 
induction: Des extraits de bactéries E. coli TBl/pMal C2 (piste a), TBl/pMal C2L2-A (piste b), 
TBl/pMal C2L2-B (piste c), TBl/pMal C2L2-C (piste d), E. coli TBl (piste e), induites pendant 
deux heures avec 0.5 mM IPTG ont été séparés sur PAGE-SDS puis transférés sur membrane 
de nitrocellulose. Un sérum de lapin produit contre la protéine Mal E a été utilisé pour la 
détection de la protéine de fusion Mal E-PPME L2. Un sérum anti-IgG marqué à la peroxydase 
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Figure 10. Mise en évidence de l'expression de la protéine recombinante Mal E-PPME L2 après 
induction. Des extraits de bactéries E. coli TB 1 (piste a), TBl/pMal C2L2-C (piste b), TBl/pMal 
C2L2-B (piste c), TBl/pMal C2L2-A (piste d), TBl/pMal C2 (piste e), induites pendant deux 
heures avec 0.5 mM IPTG ont été séparés sur PAGE-SDS puis transférés sur membrane de 
nitrocellulose. Un sérum de patient présentant un très haut titre d'anticorps anti-C. trachomatis 
a été utilisé pour la détection de la PPME L2. Un sérum anci-IgG marqué à la phosphatase 
alcaline a été utilisé pour la révélation. Les poids moléculaire en K.Da sont montrés à gauche. 
55 
Mal E-PPME-Bgala qui serait exportée vers l'espace périplasmique. Ces deux recombinants 
poussent très faiblement en culture vraisemblablement en raison d'une faible toxicité de la 
protéine de fusion. D'autre part ces deux recombinants donnent une coloration bleue sur boite 
de pétri contenant du X-GAL, ceci laisse supposer que la protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala 
n'est pas exportée vers l'espace périplasmique mais au contraire elle reste bloquée dans le 
cytoplasme ou partiellement fixée à la membrane interne de E. coli. Les bactéries E. coli 
TBl/pMAL P2 et E.coli TBl/pMAL P2-A ont été induites avec 1 mM IPTG pendant deux 
)' heures à 37°C puis les protéines extraites ont été séparées sur PAGE-SDS. Après coloration à 
l'argent une protéine nouvellement exprimée de poids moléculaire apparent d'environ 85 KDa 
( correspondant au poids moléculaire calculé à partir de la séquence de fusion) apparait dans E. 
coli TB l/pMal P2-A par contre elle est absente dans E. coli _TB l/pMal P2. Cette protéine de 
fusion a été testée par immunoblot en utilisant d'une part un sérum d'un patient présentant un 
très haut titre d'anticorps contre C. pneumoniae et d'autre part un sérum de lapin produit contre 
la protéine Mal E de E .coli. Les extraits des bactéries E. coli TB 1, E. coli TB l/pMal P2 et 
E.coli TBl/pMal P2-A induites ont été déposés sur PAGE-SDS, transférés sur membranes de 
nitrocellulose, incubés avec le sérum de lapin ou avec le sérum de patient puis révélé à l'aide 
d'anticorps anti-IgG marqué avec la peroxydase ou la phosphatase alcaline. La protéine de fusion 
nouvellement exprimée a été détectée avec le sérum de lapin dans le clone pMal P2-A et dans 
le plasmide original pMal P2 mais pas dans E. coli TBl. L'utilisation d'un sérum de patient avec 
une infection à C. pneumoniae n'a pas permis de détecter spécifiquement la protéine de fusion 
dans aucun des clones testés. 
Figure 11. Construction du vecteur d'expression pMal P2-A: Le gène de la PPME de 
C. pneumoniae amplifié par PCR avec les deux amorces CT3 et CTlO a été digéré par Xba I 
et BamH I puis cloné dans le plasmide pMal P2 digéré avec les mêmes enzymes. Un plasmide 
recombinant, nommé pMal P2-A, exprime une protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala après 
induction du promoteur ptac avec 0.5 mM IPTG. 
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5-Purification de la protéine de fusion . 
Afin de libérer le maximum de protéines exprimées et aussi en vue de préserver leurs 
structures, différentes conditions d'inductions: température d'incubation, concentration d'IPTG 
et la durée de l'induction ont été testées. Cette expérience a révélé que la protéine de fusion Mal 
E-PPME se trouve majoritairement dans le culot après centrifugation des bactéries lysées, 
possiblement sous forme de corps d'inclusions. L'induction de l'expression avec 0.5 mM IPTG 
"' .! au lieu de 1 mM et à la température de la pièce plutôt qu'à 37°C a pem1is d'obtenir un 
enrichissement de la protéine de fusion, cependant une faible quantité de la protéine de fusion 
reste toujours insoluble (environ 10%).La protéine de fusion Mal E-PPME a été purifiée a partir 
du clone pMal C2-A en une seule étape par chromatographie d'affinité sur une résine d'amylase 
(cf. figure 9) tel que décrit dans matériels et méthodes paragraphe B4. Après élution de la 
protéine de fusion avec 10 mM maltose, les fractions contenant des protéines ont été identifiées 
par le test de Bradford, rassemblées et dialysées contre 10 mM tris-HCl, 100 mM NaCl et 1 mM 
EGTA pH 8.0. Le résultat de cette purification nous a permis d'obtenir un rendement d'environ 
15 mg de protéine de fusion Mal E-PPME L2 pure par litre de culture. 
La protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala a été retrouvée en faible quantité dans 
l'espace périplasmique de E. coli, ce qui nous a conduit à utiliser la lyse des bactéries pour la 
préparation des extraits au lieu du choc osmotique. La protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala 
produite par le plasmide pMal P2-A a été purifiée par chromatographie d'affinité sur colonne 
d'amylase, la procédure utilisée pour la lyse des bactéries et la purification est la même que 
celle décrite pour la protéine Mal E-PPME L2, cependant le rendement de cette purification a 
été d'environ 1 mg de protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala par litre de culture. 
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6-Clivage de la protéine de fusion par le facteur Xa et purification de la PPME. 
Les 4 acides aminés (Ile-Glu-Gly-Arg) qui constituent le site de clivage du facteur Xa 
sont situés entre les 2 domaines de la protéine de fusion Mal E-PPME L2 et de la protéine 
Mal E-PPME-Bgala (entre Mal E et PPME-Bgala). Pour séparer les 2 domaines nous avons 
incubé chaque protéine de fusion avec le facteur Xa (cf. matériels et méthodes paragraphe C5) 
à la température de la pièce pendant 8 heures. La protéine de fusion Mal E-PPME L2 d'environ 
} 88 KDa a été clivée pour donner 2 protéines, l'une d'environ 42 KDa correspondant à la 
protéine Mal E et l'autre légèrement plus grande d'environ 45 KDa correspondant à la PPME 
L2. De plus, la somme des poids moléculaires des 2 protéines est égale au poids moléculaire de 
la protéine originale (dans l'erreur expérimentale), démontrant ainsi que la protéine de fusion 
Mal E-PPME L2 a été clivée en ces 2 domaines. 
Des résultats similaires ont été observés pour la protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala 
où le clivage a donné une protéine d'environ 42 KDa correspondant à la Mal E et une protéine 
d'environ 45 KDa correspondant à la PPME-Bgala. Encore une fois la somme des poids 
moléculaires des 2 protéines est égale au poids moléculaire de la protéine de fusion originale; 
une bande supplémentaire de 30 KDa correspondant au facteur Xa ajouté a été aussi observée. 
Ces 2 domaines de la protéine de fusion Mal E-PPME L2 ainsi clivée peuvent être 
séparés par chromatographie d'affinité à !'amylose. Le domaine Mal E se fixe à la résine 
d'amylase ( après élimination du maltose par chromatographie sur colonne d'hydroxyapatite ou 
par dialyse) alors que la PPME L2 passe au travers de la colonne; la Mal E a été ensuite éluée 
avec 10 mM maltose tel que décrit précédemment. 
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Figure 12. Clivage de la protéine de fusion Mal E·PPME-Bgala avec le facteur Xa: La piste (a) 
contient les produits de clivage de la protéine de fusion par le facteur Xa, les pistes (b) et (c) 
contiennent respectivement la fraction contenant la PPME·Bgala qui passe à travers la colonne 
(montré par le triangle à droite) et la fraction éluée contenant la Mal E. La piste m contient le 
marqueur de poids moléculaires en K.Da. 
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La séparation des deux domaines de la protéine de fusion Mal E-PPME-Bgalcx clivée a 
été réalisée de la même manière, l'adsorption de la Mal E à l'amylose et la purification de la 
PPME-Bgalcx qui passe à travers la colonne. Ces résultats sont montrés dans la figure 12, la piste 
(a) montre les produits de clivage de la Mal E-PPME-Bgalcx par le facteur Xa, les pistes (b) et 
(c) montrent respectivement la fraction contenant la PPME-Bgalcx qui passe à travers la colonne 
et la fraction éluée contenant la Mal E. La bande correspondant à la Mal E est observée dans 
la fraction éluée et rarement dans la fraction qui passe à travers la colonne.Cette dernière étape 
de purification est délicate, les protéines PPME L2 et PPME-Bgalcx purifiées précipitent 
; généralement après 24 heures; pour éviter cette précipitation(Cette précipitation est probablement 
d.Ûe à. une oxidation des protéines), les protéines ainsi purifiées ont été diluées 3 fois avec un 
tampon 10 mM tris-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EGTA, pH 7.5 puis fixées à l'hydroxyapatite, 
aliquotées par échantillons de 1 mL et conservées à 4°C. 
Afin d'optimiser l'utilisation de la PPME purifiée pour la mise au point d'une méthode 
ELISA, différents paramètres ont été testés, tels que: quantité d'antigène à utiliser, dilution du 
sérum de patient ainsi que la dilution du sérum anti-IgG humain marqué à la phosphatase 
alcaline. Des quantités d'antigène (PPME L2) de 0.01 ng, 0.1 ng, 1 ng, 5 ng et 10 ng dans un 
volume de 50 µl ont été déposés sur une membrane de nitrocellulose, après blocage de la 
membrane, des dilutions de sérum de patient de 1/64, 1/512, et 1/1024 ont été incubés avec les 
différentes dilutions d'antigène. Après plusieurs lavages (les étapes de lavage et blocage ont été 
faites tel que décrit dans matériels et méthodes, paragraphe C3), les filtres de nitrocellulose ont 
été incubés avec un sérum anti-IgG humain conjugué à la phosphatase alcaline( dilution 1/10 000) 
pendant 1 heure, lavés puis révélés avec des substrats chromogéniques, le NBT et le BCIP. Les 
résultats de cette optimisation sont montrés dans la figure 13; cette expérience a révélé qu'une 
quantité d'antigène de 0.01 ng a permis d'avoir le meilleur résultat, permettant de distinguer 
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. .. Figure 13. Criblage des anticorps anti-PPME L2 de sérum de patient par un test dot-ELISA: Des 
quantités d'antigènes (PPME L2) de 0.01, 0.1, 1, 5 et 10 ng ont été déposées sur une membrane 
de nitrocellulose. 3 dilutions du sérum de patient de 1/64, 1/512 et 1/1024 ont été incubés avec 
les différentes dilutions d'antigène. Un sérum anti-IgG humain marqué à la phosphatase alcaline 
a été utilisé pour la révélation. La protéine Mal E purifiée a été utilisée conune contrôle négatif 
dans cette essai (piste c). 
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10 ng ne pennettent pas de détenniner le titre d'anticorps. L'utilisation de la protéine de fusion 
Mal E-PPME a pennis d'obtenir des résultats comparables. De plus, la protéine Mal E purifiée 
et utilisée comme contrôle a été négative dans cet essai. Des résultats similaires ont été obtenus 
avec 0.01 ng de la PPME de C. pneumoniae purifiée sous fonne de fusion PPME-Bgala. Le 
sérum du patient spécimen no A917951 a été utilisés dans cet essai avec des dilutions 1/64, 
1/512 et 1/1024. La Mal E purifiée a été aussi utilisée comme contrôle négatif (cf. figure 14) 
(voir discussion). Cette fois les meilleurs résultats sont obtenus avec 0.01 ou 0.1 ng d'antigène. 
Avec des concentrations supérieures d'antigènes il n'était pas possible de distinguer entre des 
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Figure 14. Criblage des anticorps anti-PPME de C. pneumoniae de sérum de patient par un test 
dot-ELISA : Des quantités d'antigènes (PPME-Bgalo. purifiée) de 0.01, 0.1, 1 et 10 ng ont été 
déposées sur une membrane de nitrocellulose. 3 dilutions de sérum de patient de 1/64, 1/512 et 
1/1024 ont été incubées avec différentes quantités d'ancigènes. La protéine Mal E a été utilisée 
comme contrôle négatif. Des anticorps anti-IgG humains marqués à la phosphatase 




Le gène codant pour la PPME de C. trachomatis L2 et L3 ainsi que celui de 
C. pneumoniae ont été amplifiés par la technique de PCR. Une double digestion enzymatique 
avec Alu I et Msp I nous a permis de les typer par PLFR. Au cours de la réalisation de ces 
travaux, le groupe de Melgosa (1991) avait publié la séquence du gène codant pour la PPME 
de C. pneumoniae, ce qui nous a permis de confirmer ces résultats de typage par PLFR pour 
; C. pneumoniae et aussi de choisir des amorces plus appropriées telles que CT9 et CTlO. 
Étant donné la nature procaryotique du gène de la PPME, nous avons utilisé en première 
étape le vecteur d'expression pUC13. Dans ce système d'expression, la première tentative de 
clonage du gène de la PPME L2, amplifié par PCR avec les amorces CTl et CT2 dans la bonne 
orientation a été sans succès même en absence d'induction avec l'IPTG; cependant dans la 
dernière tentative le gène de la PPME L2 amplifié par CT9 et CTlO a pu être cloné dans la 
bonne orientation au site Kpn I du vecteur pUC19. Une toxicité pour E. coli occasionnée par la 
présence de la séquence signal du gène de la PPME pourrait expliquer ces résultats. On peut 
penser que la présence de cette séquence signal induit la translocation et la fixation de la PPME 
au niveau de la membrane causant ainsi une toxicité pour E. coli. 
Les deux recombinants positifs, pUC19L2-12 et pUC19L2-6 produisent une protéine 
recombinante d'environ 40 KDa correspondant à la PPME L2, détectable par immunoblot avec 
l'anticorps MAb830 (figure 3) et aussi par microimmunofluorescence (résultats non montrés). 
Cependant elle n'a pas été observée sur PAGE-SDS en raison de sa faible expression par le 
promoteur pLac; cette faible expression ne nous permet pas d'entreprendre des étapes de 
; 
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purification ce qui nous a conduit a construire un vecteur d'expression procaryotique fortement 
inductible nommé p A.phoAL2. Ce vecteur produirait, sous contrôle du promoteur Lambda, une 
protéine de fusion composée par la PPME L2 laquelle est suivie, dans le même cadre de lecture 
de la phosphatase alcaline de E. coli; cette protéine de fusion PPME L2-phoA est précédée par 
la séquence signal de la phosphatase alcaline. Une telle construction permet d'avoir une 
expression périplasmique de la protéine de fusion ce qui facilite sa purification et son repliement 
correct. D'autre part une telle protéine de fusion PPME L2-phoA serait facilement utilisable pour 
des analyses sérologiques du fait que l'antigène (la PPME L2) est déjà fusionné à une protéine 
marqueur (ici la phosphatase alcaline). Le vecteur p A.phoAL2 a été préalablement sélectionné 
dans E. coli N99CI+ pour éviter la toxicité puis transféré dans E. coli N4830 en vue de 
l'expression. Après une induction de 2 heures à 42°C deux protéines nouvellement exprimées 
ont été observées, celle d'environ 90 K.Da faiblement exprimée correspond au poids moléculaire 
calculé sur la séquence du gène codant pour la protéine de fusion (dans l'erreur expérimentale). 
Plusieurs tentatives de détection de la protéine de fusion par immunoblot en utilisant un sérum 
de patient ont été sans succèes, par contre un résultat positif a été obtenu par MIF en utilisant 
un anticorps dirigé contre la PPME de C. trachomatis. L'utilisation du BCIP comme substrat de 
la phosphatase alcaline en présence du NBT a permis de détecter une activité supérieure dans 
le clone p ÀphoAL2 que dans le clone non-sens p A.phoAL2M. Ces résultats laissent penser que 
la protéine de fusion est faiblement exprimée par le clone p ÀphoAL2, de plus la détection de 
l'activité avec le BCIP comme substrat n'est pas une méthode très fiable surtout après une 
induction à 42°C qui met la cellule dans un état métabolique de stress (induisant l'expression 
de la phosphatase alcaline codée par le génome de E. coli même en présence du phosphate 
inorganique comme répresseur). La faible expression de la protéine de fusion PPME L2-phoA 
par le plasmide p ÀphoAL2 pourrait être dû au stop codon (UAG) présent juste en amont du 
codon d'initiation GUG (cf. figure 15). En effet, le mRNA produit sous contrôle du promoteur 
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Â. possède un premier codon d'initiation AUG à la position 1 suivi du stop codon UAG à la 
position 18 et enfin du 2ième codon d'initiation GUG à la position 23. Seul l'utilisation du 
second codon d'initiation GUG permet d'obtenir la protéine de fusion, l'utilisation du premier 
codon d'initiation AUG pourrait expliquer cette faible expression de la protéine de fusion PPME 
L2-phoA. Il n'est pas impossible d'ailleurs que la séquence nécessaire pour l'encrage de la 
PPME dans la membrane des Chlamydiae immobilise la protéine de fusion dans la membrane 
de E. coli et ne permet pas le repliement de la phosphatase alcaline. 
En raison de la faible expression de la protéine de fusion, l'utilisation d'une méthode 
de purification classique utilisant plusieurs étapes de sélection biochimique serait très laborieuse. 
Ceci nous a mené a utiliser un 3ième système d'expression, commercialisé par New England 
Biolabs. Le système pMal utilise le promoteur fortement inductible ptac qui contrôle la synthèse 
d'une protéine fusionnée à la Mal E dans E. coli. La protéine Mal E ou la protéine affine du 
maltose (MBP) est impliquée dans le transport et l'utilisation du maltose et des maltodextrines 
de E. coli Kl2. Cette protéine de 370 acides aminés est présente en grande quantité dans 
l'espace périplasmique (Duplay et al., 1984). La propriété de Mal E de lier le maltose et les 
maltodextrines permet sa purification par chromatographie d'affinité sur colonne d'amylase. 
(L'épichlorohydrine a été utilisé pour lier ensemble des molécules d'amylase en créant un gel). 
L'avantage majeur de Mal Epar rapport par exemple au pRIT 2T qui utilise la protéine 
A réside dans le fait que les conditions d'élution des protéines recombinantes liées sur colonne 
d'affinité sont douces (à pH neutre); l'élution se fait par compétition avec du maltose 10 mM. 
La protéine fusionnée au C-terminal de la Mal E se purifie avec les mêmes caractéristiques que 
la Mal E. La protéine de fusion ainsi construite contient les 4 acides aminés (Ile-Glu-Gly-Arg) 
qui constituent le site de clivage du facteur Xa, entre les 2 domaines protéiques permettant de 
( Protéine CRO ) 
5' .................................. MET-GLU-GLN-ARG-ILE-THR-LEU-LYS-GLU-ALA-CYS 
CTAAGGAGGTTGT ATG GAA CAA CGC ATA ACC CTG AAA GAA GCT TGC 
(Site de clonage multiple ) (Séquence signal) 
1 2 3 4 
MET-PRO-ALA-GLY-ARG-LEU-STOP-TRP--ILE--PRO-LYS--VAL-LYS-GLN-SER---
ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC AAA GTG AAA CAA AGC .... 
; 
Figure 15. Séquences en acides aminés et en nucléotides en aval de la séquence signal de la 
phosphatase alcaline dans le plasmide p ÀphoAL2. Les dix premiers résidus proviennent de la 
protéine Cro du phage Lambda suivit de 7 acides aminés créés lors de l'insertion du SCM du 
pUC19. Les deux codons d'initiation AUG position 1 et GUG position 23 ainsi que le stop 




Le gène codant la PPME de C. trachomatis sérotype L2 a été amplifié par PCR puis 
cloné en phase au site Xmn 1 du vecteur pMal C2. Les trois recombinants positifs pMal C2-A, 
pMal C2-B et pMal C2-C analysés expriment après induction avec 1 mM IPTG une protéine de 
fusion de poids moléculaire d'environ 88 KDa pour pMal C2-A, 60 KDa pour pMal C2-B et 86 
KDa pour pMal C2-C. Cette différence dans les poids moléculaires pour chaque clone bien que 
génétiquement semblables (tel que déterminé par les enzymes de restriction) peut s'expliquer par 
des terminaisons prématurées dû a des mutations introduites par la Taq polymérase au cours de 
l'amplification du gène de la PPME L2 par PCR ou bien lors de la transformation, il est peu 
probable que ces mutations ont été occasionnées dans la bactérie car d~,multiples passages n'ont 
pas donné lieu a des variations similaires dans le clone pMal c2::A. 
Un sérum de lapin produit contre la Mal E a permis de détecter par immunoblot 
(western blot) la protéine de fusion produite par ces 3 clones (figure 9). L'utilisation d'un sérum 
de patient présentant un très haut titre d'anticorps anti-C. trachomatis a permis de détecter 
seulement la 88 KDa et la 86 KDa (figure 10). Le clone pMal C2-L2-A (88 KDa) a été choisi 
pour la purification de la protéine de fusion par chromatographie d'affinité sur une résine 
d'amylose. Différentes conditions d'induction ont été testées quand on a observé que plus de 
80 % de la protéine de fusion produite par le plasmide pMal_Ç2-L2-A se retrouvait sous forme 
de corps d'inclusion dans la bactérie. Ceci est généralement dû au mauvais repliement des 
protéines de fusion lors d'une forte production de protéine étrangère dans E. coli (McCaman, 
1989). Il est aussi permis de supposer que la formation de ces corps d'inclusion est 
probablement due à la structure primaire de la PPME L2 (Maniatis et al., 1989). 
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En tentant d'optimiser l'expression, nous avons trouvé que l'induction de l'expression 
avec 0,5 mM IPTG à la température de la pièce a permis d'obtenir un meilleur rendement avec 
un enrichissement de la protéine de fusion soluble d'environ 4 fois. La quantité restante 
insoluble a pu être solubilisée avec 0,1 % triton X-100 sans toutefois inhiber la liaison de la 
protéine de fusion à !'amylose. Après purification sur colonne d'amylose, la protéine de fusion 
Mal E-PPME L2 (88 KDa) conserve les deux fonctions utiles pour nous (pour Mal E: 
reconnaissance du maltose; pour PPME L2 reconnaissance par les sérums de patients), le 
rendement de la purification est de l'ordre de 500 ug/g de bactéries. 
Le gène de la PPME de C. pneumoniae amplifié par PCR a été cloné dans le vecteur 
inductible pMal P2 permettant l'expression d'une protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala. Un 
immunoblot d'extraits bactériens criblés avec un sérum de lapin dirigé contre la protéine Mal 
E a démontré l'expression d'une protéine de 85 KDa par le vecteur pMal P2-A et d'une protéine 
de 42 KDa correspondant à la Mal E de E. coli exprimée par le vecteur original pMal P2. Par 
contre, l'utilisation d'un sérum de patient présentant un très haut titre d'anticorps anti-
C. pneumoniae n'a permis de détecter spécifiquement la protéine de fusion dans aucun des 
clones testés. D'autres auteurs ont également observé que les sérums de patients séropositifs par 
MIF pour C. pneumoniae sont négatifs pour la PPME de C. pneumoniae préparée en immunoblot 
a partir de corps élémentaires (Campbell et al., 1990). Certaines études ont aussi rapporté que 
l' antigenicité de C. pneumoniae, mais non de C. trachomatis, est oblitérée dans un test de MIF 
lorsque l'antigène est fixé par le méthanol plutôt que par l'acétone (Wang et al., 1991). Puisque 
la PPME est l'antigène cible présumé dans la MIF, il est possible que la PPME de 
C. pneumoniae est plus fragile à la dénaturation que celle de C. trachomatis. 
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La faible croissance en culture des clones pMal P2-A est possiblement dû à la toxicité 
de la protéine de fusion qui serait exportée vers l'espace périplasmique grâce à la présence de 
la séquence signal de la Mal E. Cependant les bactéries E. coli TB l/pMal P2-A présentent une 
coloration bleue en présence de X-gal; ceci nous permet de penser que la protéine de fusion 
Mal E-PPME-Bgala. reste du moins partiellement bloquée dans le cytoplasme. La fixation de la 
PPME à la membrane de E. coli pourrait s'expliquer partiellement par la présence sur la PPME 
d'une ou plusieurs régions hydrophobes situées entre les domaines variables permettant l'encrage 
de la PPME dans la membrane. Une telle observation a été démontrée pour la glycoprotéine F 
; du virus respiratoire syncytial (RSV) où la délétion de la partie C-terminale responsable de 
l'encrage a permis sa sécrétion (Wathen et al., 1989). Certains auteurs pensent que la partie N-
terminale de la PPME constituée par les 6 acides aminés LPVGNP est_.conservée chez les trois 
espèces de Chlamydiae dans le but d'assurer un encrage correct .de la PPME dans la membrane 
. / 
des Chlamydiae. Cependant la PPME de C. pneumoniae a été clonée dans le vecteur pMal P2 
en éliminant 70 acides aminés du côté N-terminal et 25 acides aminés du côté C-terminal de la 
PPME (digestion du gène de la PPME par BamH 1 et X.ha 1) ce qui nous permet de penser que 
les seules régions hydrophobes qui restent sur la PPME, soit celles situées entre les domaines 
variables, pourraient êtres responsables de la fixation de la PPME à la membrane de E. coli . 
L'utilisation des protéines extraites par la méthode de choc osmotique pour la 
purification de la protéine de fusion a été remplacée par la méthode de lyse permettant ainsi de 
récupérer le maximum de protéine. La protéine de fusion Mal E-PPME-Bgala. a été purifiée en 
une seule étape sur une colonne d'amylase de la même manière que la protéine de fusion Mal 
E-PPME L2 avec un rendement variable d'environ 1 mg/L de culture. Ce faible rendement 
comparé à celui de Mal E-PPME L2 (15 mg/L) est principalement causé par l'insolubilisation 
des corps d'inclusion que forme la protéine Mal E-PPME-Bgala. même en présence de 0,5 % de 
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triton X-100. 
Les deux protéines de fusion purifiées Mal E-PPME L2 (PPME de C. trachomatis) et 
Mal E-PPME-Bgala(PPME de C. pneumoniae) ont été clivées avec le facteur Xa. Le facteur Xa 
converti la thrombine à la prothrombine, par un clivage spécifique après l'arginine du 
tétrapeptide Ile-Glu-Gly-Arg, (Jackson, 1985). Après clivage avec le facteur Xa, les 2 domaines 
ont été séparés par liaison du domaine Mal E à l'amylose et la purification du domaine de la 
PPME qui passe au travers de la colonne. Dans certains cas cependant, nous avons observé 
qu'une incubation de plus de 10 heures avec le facteur Xa provoque le clivage de la PPME L2 
en plusieurs polypeptides. Pour éviter la précipitation des protéines purifiées, nous avons fixé 
ces protéines à une colonne d'hydroxyapatite, puis conservé à 4°C.,,., 
Nous avons utilisé la PPME L2 ainsi que la PPME-Bgala purifiée comme antigènes pour 
la mise au point d'un dot-ELISA pour les analyses sérologiques des sérums de patients. Nous 
avons testé différentes concentrations d'antigènes qu'on a déposé sur une membrane de 
nitrocellulose, ainsi que différentes dilutions de sérum de patients. Les résultats de cette 
optimisation ont montrés que pour la PPME L2 ainsi que pour la PPME-Bgala, une quantité de 
0,01 ng a permis de distinguer entre les dilutions de sérum de patient 1/64, 1/512 et 1/1024. Des 
résultats similaires ont été obtenus avec des quantités inférieures telles que 1 pg (résultats non 
montrés), par contre l'utilisation de quantités supérieures telles que 1 ng ou 10 ng donnait un 
signal positif jusqu'à la dilution de 1/1024. 
Ces résultats montrent bien que la PPME de C. pneumoniae purifiée sous forme de 
protéine de fusion PPME-Bgala ést reconnue par le sérum de patient lorsque utilisée sous sa 
• forme native dans un test ELISA. Par contre elle ne l'est pas sous sa forme dénaturée par le 
; 
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SDS dans un immunoblot. 
En conclusion nos résultats suggèrent que la PPME des Chlamydiae est toxique pour E. 
coli lorsque produite constitutivement ou par un vecteur faiblement contrôlé dans E. coli, 
cette toxicité se manifeste uniquement lorsque le gène est cloné avec la séquence signal, d'autre 
part la PPME L2 peut être utilisée pour le criblage des sérums humains aussi bien par 
immunoblot ou par dot-ELISA(dot-blot), ce qui n'est pas surprenant. Par contre, la PPME-Bgala 
(PPME de C. pneumoniae) ne semble être immunogénique que lorsqu'elle est utilisée sous sa 
forme native dans un dot-ELISA. 
D'une façon plus générale,on peut envisager l'utilisation de ces 2 protéines pour la 
détection des anticorps anti-C. trachomatis (PPME L2) ou anti-C. pneumoniae (PPME-Bgala) 
par dot-ELISA. Cette méthode d'analyse sérologique est rapide, simple, facile à interpréter et 
contrairement à la MIF conventionnelle elle n'utilise pas un gros équipement ou un personnel 
qualifié pour travailler avec le microscope à fluorescence; ainsi une simple interprétation visuelle 
du signal du dot-ELISA pourrait permettre le sérodiagnostic. Ces travaux sont en cours dans le 
laboratoire pour voir l'utilité clinique de la PPME de C. pneumoniae purifiée. 
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